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ABSTRACT

BACKGROUND As the only TB vaccine available, Bacillus Calmette-Guérin shows
variable efficacy in adults and does not provide protection against the resuscitation
of latent TB infections. Resuscitation-promoting factor B (RpfB)is a protein produced
by Mycobacterium tuberculosis during the resuscitation phase and is promising
as a novel TB vaccine. This study was aimed to analyze the immunogenicity of the
gluthathione S-transferase (GST)-RpfB recombinant protein on mice splenocytes in
vitro.

METHODS After induction with isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside, the protein
was extracted by sonication followed by solubilization in 8 M urea buffer. Protein
was theggre-natured and purified with a GST chromatography column. The isclated
protein was confirmed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
and Western blot using anti-GST antibodies, and its concentration was determined
using the Bradford method. Each group of splenocytes was treated with 25 pg/
ml of the recombinant protein (GST-RpfB), GST, and phytohemagglutinin. Antigen
induction was repeated twice at 24 and 72 hours. T upernatant was collected at
96 hours and interferon gamma (IFNy), interleukin (Ez, IL-4, and IL-10) levels were
measured with enzyme-linked immunosorbent assays.

RESULTS G5T-RpfB recombinant proteins were expressed in the form of inclusion
bodies with a molecular weight Bappmximately 66 kDa. Based on the independent
t-test, G5T-RpfB stimulated |FNy and IL-12 production but not IL-4 and IL-10.

CONCLUSIONS The GST-RpfB protein has been immunogenically proven and is a
potential candidate as a novel subunit TB vaccine.

KEYWORDS immunogens, Mycobacterium tuberculosis, recombinant fusion proteins,
RpfB, spleen

Tuberculosis (TB) infection remains e of the
leading causes of death worldwide, particularly in
Indonesia. Within 2013, 670,000 people have died
due to TB, and 210,000 of these were HIV-positive
individuals." Latent TB infection is the most common
form; in 5% to 10% of individuals?tent infection
develop into active TB.*? Currently, Ba
Guérin (BCG) is the only vaccine used to prevent TB
infection. The BCG vaccine is relatively safe and can
protect children against TB, but in adults it is less

cillus Calmette-
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effective in prevention and long-term protection from
infections. The infection cases mainly occur in the
endemic areas.* As the BCG vaccine has a relatively
low success rate shown in a number of clinical trials;
major efforts are being made to develop novel
vaccine candidates that are more effective against
TB. Several new TB candidate vaggiges (e.g., H4,
DAR-901, and VPM1002) are now inﬁ?cal and late-
stage development.® However, additional studies to

develop alternative vaccines are still warranted.
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The control of Mycobacterium tuberculosis
infection is mainly mediated by cellular immunity,
especially by CD4 T cells.® Polyclonal T cell activation
through simultaneous vaccination is necessary
for the production of multiple cytokines. This is
the foundational basis for the development of
TB vaccines. Various cytokines are known to be

ociated with protection against TB, such as
interferon gamma (IFNy), tumor necrosis factor-
alpha, and interleukins (IL-2, IL-6, and IL-12).7
Although the humoral immune response against TB
ide ction remains elusive, the responses of several
%kines, suchas IL-4 and IL-10, cannot be divided to
regulate the balance of both the cellular and humoral
responses.® In vivo studies on mice showed that
the resuscitation-promoting factors B and D (RpfB,
RpfD) proteins are immunogenic.’ In humans, the
immunogenic properties of all Rpf proteins can be
detected in latent TB patients using immunoglobulin
release assays. Moreover, RpfA, RpfB, RpfD, and
RpfE induce IFNy production in patients with active
TB."®

In this study, the potency of glutathione
S-transferase (GST)-RpfB recombinant protein
construction in inducing the protective cellular
immune system to TB infection were analyzed in
experimental mice. The results of this study will
determine whether this candidate protein could
potentially be used as a TB vaccine. This study will
form the basis for further studies on this protein.

METHODS

Bacterial strains and mice splenocytes

Escherichia coli BL21 containing a pGEX6P-1
vector with the insertion of the rpfB gene from M.
tuberculosis Beijing (MRB4 [E. coli BL21pGEX6P-1
rpfB]) and pGEX6P-1 (MRB6 [E. coli BL21pGEX6P-1])
was used in this study. Splenocytes from 4-6-week-
old “Deutschland, Denken, and Yonken” (DD ice
were collected and used in this study. TheghI
approval was from the Ethical Committee, Faculty
of Medicine, Universitas Indonesia, No. 9o6/UN2.F1f
ETHICS/2014.

ical

Protein expression and pgllet collection

MRB4 an RBé6 strains were grown in 5 ml
Luria-Bertani H medium amended with 100 pg/
ml of ampicillin. The cultures were incubated at 37°C
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while agitated at 200g overnightgpBacteria were
subsequently sub-cultured in 500 ml of liquid LB
mepglium, and incubated at 28°C with 200g agitation.
At an optical density at 600 nm of 0.4, isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside was added to the culture for a
final concentration of 0.1 mM, followed by incubation

der the same conditions for 4 hours. Subsequently,
ge cultures were incubated on ice for 30 min, and
then centrifuged at 5,000mr 10 min at 4°C. After the
centrifugation, the pellets were collected and stored at

-30°C until processing.

Extraction, solubilization, and protein refolding

Extraction of the recombinant protein (CST-RpfB)
was performed through sonication and centrifugation
of bacteri llets using a lysis buffer (50 mM tris, 10%
glycine, 0.1% triton X-100, 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride [B44SF], and 100 pg/ml lysozyme), TNMFX-
2M urea buffer (50 mM tris-base, 150 mM Nacl, 1
mM ethylenediaminete#pgacetic acid [EDTA], and 2M
urea), and TNMFX-0.1% triton X-100 buffer (50 mM tris,
150 mM Nacl, 1 mM EDTA, and 0.1% triton X-100). After
centrifugation, the pellet was solubilized using 8 M
urea buffer, and then centrifuged again to obtain the
supernatant containing the GST-RpfB recombinant
protein.

GST-RpfB was dissolved into 8 M urea buffer and
fu diluted into 20 ml of refolding buffer consisting
of 50 mM tris-HCl, 100 mM NaCl, 1 mM reduced
glutathione, 1 mM dithiothreitol, and 1 mM PMSF.
The solution was diluted with a stirrer and incubated
overnight at 4°C.

Isolation of recombinant proteins
The  re-naturated GST-RpfB
protein was further isolated using an affinity
chromatography (Fermentas, catalog
number 16107) against GST, based on the
manufacturer’s instructions. Columns containing
the slurry were equilibrated for 1 hour in a shaker
with 10 ml of the refolding buffer described above.
The equilibrium buffer was then discharged, and
protein samples were added to the column.
Incubation was continued in the shaker for 1 hour.

recombinant

column

Non-binding proteins were drained from the column
and were stored as flowthrough. The columns were
washed twice with the refolding buffer. GST-RpfB
bound in the resin was subsequengly eluted 3—4
times with 3 ml of buffer consisting ?50 mM tris,
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150 mM Nacl, and 10 mM reduced glutathione. The
GST-RpfB isolation result was confirmed by sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) and Western blot analysis using an
anti-GST antibody. The protein concentration was
determined using Bradford assay.

Splenocyte preparation

The splenocytes used in this study were isolated
from DDY mice 4-6 weeks of age. The mice were
bred at the Animal Laboratory, Department of
Microbiology, Faculty of Medicine, Universitas
Indonesia. Mice were euthanized by cervical
dislocation., spleens were isolated under aseptic
conditions, homogenized in Roswell Park Memorial
Instte (RPMI)}1640 medium, and then centrifuged
at 2,000g for 5 min at 4°C. The obtained pellets were
washed twice with the medium, and then centrifuged
again under the same conditions. The density of
splenocyte was adjusted to 2 = 10° cells/ml.

Cellular immunity test on mouse splenocytes
Using a 96-well culture plate, splenocytes
e cultured in RPMI-1640 medium containing
@;utamine, 20 mMm 4-2-hydroxyethyl)1-
piperazineethanesulfonate, 10% fetal bovine serum,

+PTG

+IPTG

100 ug/ml penicillin-streptomycin, and 100 pg/ml
antibiotic-antimycotic. In this immunogenicity test,
three culture groups were stimulated separately:
with 25 pg/ml GST-RpfB or GST-RpfD or 25 pg/ml GST
protein. About 1-2% of phytohemagglutinin (PHA)
mitogen (Invitrogen) was used as the positive control.
Anegative control group that was not stimulated was
included. Antigen induction was repeated twice, 24
and 72 hours after initial induction. The supernatants
of each group were collected after 96 hours of
incubation, followed by centrifugation at 1,000g for 15
min. The production of IL-12 and IFNy were measured
using commercial enzyme-linked immunosorbent
assay kits (Cusabio Biotech, USA).

Statistical analysis

Data were statistically analyzed with an
independent t-test. A difference with p < 0.05 was
considered statistically significant.

RESULTS

Expression, isolation, and purification of GST-RpfB
recombinant protein

In order to isolate the recombinant protein, the
GST-RpfB protein that formed in the inclusion bodies
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Figure 1. Detection and confirmation GST-RpfB expression using SDS-PAGE. (a) SDS-PACE from crude cells; (b) SDS-PAGE after
solubilizing and refolding; Lane 1, GST protein; Lane 2 and 3, supernatants (8 M urea buffer). The black arrow indicates the protein

band that is identical to the molecular mass of GST-RpfB. KDa=kilodalton; M=marker; IPTG=is|

pyl B-D-1-thiogalactopyranoside;

p=pellet; s=supernatant; GST-RpfB=glutathione S-transferase-resuscitation-promoting factor B; SDS-PAGE=sodium dodecyl sulfate

-polyacrylamide gel electrophoresis
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Figure 2. Western blot of GST-RpfB after isolation using the
affinity of the chromatography column to GST. Lane 1, G5T;
Lane 2, flowthrough; Lane 3 and 4, wash; Lane 5-8, eluate.
The black arrow indicates the protein band identical to the
molecular mass of G5T-RpfB. KDa=kilodalton; M=Marker;
GST-RpfB=glutathione S-transferase-resuscitation-promoting
factor B

were extracted by centriwtion using TNMFX-2M
urea buffer and TNMFX-0.1% triton X-100 buffer,
followed by solubilization with 8 M urea buffer
(Figure 1). The results showed that the GST-RpfB
recombinant can be solubilized in the buffer and can
be found in the supernatant fraction. Western blot
analysis with anti-GST antibodies against protein
re-naturation, which was isolated in the affinity
chromatography column, confirmed that the protein
present was the GST-RpfB recombinant protein
(Figure 2).

Cellular immunity response

The responses of cytokines IL-12 and IFNy
indicated that theanlenncy-te cultures stimulated
with GST-RpfB had significant differences (p < 0.05)
compared to the negative control. The stimulated
splenocyte culture also showed a higher levels of
IL-12 and IFNy compared to the response of the
splenocytes stimulated with GST protein (p < 0.05;
Figure 3). Analysis of IL-4 and IL-10 in mice splenocytes
showed that recombinant protein (RpfB) was able
to generate a significantly greater response (IL-4
production) than the negative control (p < 0.05).
Meanwhile, there was no difference in the response
(IL-4) between the splenocyte culture stimulated
with GST-RpfB compared to that stimulated with only
the GST protein. Splenocytes that were stimulated
with PHA (positive control) had a significantly higher
concentration of IL-4 than in splenocytes stimulated
with GST-RpfB or the GST protein (p < 0.05), validating
the results of the assay (Figure 3).
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DISCUSSION

TB has become a major problem in the world since
the disease has caused a large number of deaths,
including in Indonesia.’ The spread of this disease
can be reduced by several methods, one of those is
vaccination. However, the BCG vaccine that is currently
available is relatively ineffective. Finding new candidate
vaccines (as a substitute or a companion to the BCG
vaccine) is still a challenge, even though several
candidate vaccines were already undergoing clinical
trials.’ This encourages a study of TB proteins that can
potentially be used as a vaccine. In this study, RpfB
recombinant proteins used in conjunction with the GST
protein was assessed for its capabilities in inducing
cellular immunity to TB. The use of GST in this study
was expected to increase solubility and facilitate the
isolation and purification processes of th
proteins.” Proteins were purified with the GST gene
fusionsystemthathas beenused successfullyinavariety
of immunological studies and in vaccine production.”
Nevertheless, the GST-RpfB recombinant protein from
this study was more commonly found in the pellet
fraction, which was suspected to be inclusion bodies.
Although various attempts have been made to create
the GST-RpfB recombinant protein in supernatant
fractions, such as by lowering the temperature and
reducing the concentration of IPTG (data not shown),
pellet fractions remain the dominant method to create
recombinant proteins.

The purified GST-RpfB recombinant protein
was tested for its immunogenicity with three times
antigen exposure inmice splenocytes in vitro. Among
the four tested cytokines, the GST-RpfB recombinant
protein gave strong |FNy angllL-12 responses. These
two cytokines were proven to play a significant role
in protection against TB where they can control both
active and latent TB.” IFNy is an immunosigggulator
and an immunomodulator cytokine that Es an
important role in major histocompatibility complex
(MHC) class Il activation, which leads to the type
1 helper (TH1) response as a major response in TB
protection. During TB infection, IFNy is produced in
both CD4+ and CD&+ T cells, but can also be secreted
by infected macrophages dependent on IL-12.
Although IFNy production alone is insufficient to
control M. tuberculosis infection, it is required for
protection against the pathogen. IL-12 is an pro-
inflammatory cytokine that plays an important

combinant
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Figure 3.@, IL-10, IL-12, and IFNy responses of splenocytes treated by RPMI (negative control), GST, C.ST-R and PHA (positive
control). Asterisk symbols (*) indicate significant differences (p < 0.05) to RPMI; double asterisk (**) show significant differences
(p < 0.05) between GST and GST-RpfB. IL=interleukin; IFNy=interferon gamma; RPMI=Roswell Park Memorial Institute; GST-
RpfB=glutathione S-transferase-resuscitation-promoting factor B; PHA=phytohemagglutinin

role in naive Th cell differentiation into Thi1, which
also stimulates the production of IFNy reducing
the suppressive effect of IL-4 on IFNy. [n addition,
macrophages also secrete IL-12 to induce IFNy
production by T cells, which increases phagecytosis
and oxidative burst. In patients with multidrug-
resistant tubercuwis (MDR-TB), IFNy improves the
function of the macrophages function against M.
tuberculosis. Monocyte- derweh macrophages of
MDR-TB patients demonstrate a
response to M. tuberculosis, but pre-treatment with
recombinant human IFN-y improves their immune
response. This indiggtes that IFNy can be used as
an adjuvant for the‘geatment of patients with poor
responsiveness to TB therapy." This result shows
that IFNy and IL-12 are major cytokines induced by
the Rpf protein. This is consistent with previous
Rpf immunogenicity studies derived from M. luteus.
These were highly homologous with RpfB, which

defective immune

mji.uiac.id

showed strong immunogenicity.” An in vivo study
on C57BL/6 and BALB/c mice infected with M.
tuberculosis vaccinated with BCG found IFNy- and
IL-12- specific responses against the GST-RpfB
recombinant protein in mice splenocytes 4 weeks
after infection.” These results were similar for
other mice strains, such as C3H/Hen, in which
immunization with a multiphasic vaccine (including
Rpf proteins of M. tuberculosis) was shown to offer
protection against ﬁection by the disease.” The Rpf
protein stimulates [gG1 and IgG2a responses, T cell
proliferation, and the upregulation of IFNy and IL-
12 in C57BL/6 mice. Vaccination of mice with the Rpf

protein can also inhibit the growth and proliferation

of M. tuberculosis H37Rv.™ Another study
demonstrated that dendritic cells induced by RpfB
had ipggeased production of cell surface molecules

(i.e., CD8o, CD86, MHC class I, and MHC class 1) and
pro-inflammatory cytokines, among which was IL-12.7




s CST-RpfB recombinant protein
e production of IL-4 and IL-10 in
mice splenocytes. IL-4 is a cytokine that differentiates
naive Th cells into Th2, elevating the CD4 response
in the mature plasma cells to produce antibodies.
This results show that the GST-RpfB recombinant
protein did not stimulate IL-4 production, indicating
that this antigen mainly induced a cellular response
rather than a humoral response. Previous studies
of Rpf vaccinated mice also showed there was no

Conversely,
did not induce

stimulation of IL-4 cytokine production.” On the
other hand, IL-4 is known to downregulate Th1
cells and have negative effects on IFNy and IL-12
production.””® Meanwhile, IL-10 is known to have anti-
inflammatory activity that could inhibit the action
of macrophages where they can help eliminate M.
tubercnmis.’ In contrast to IFNy, IL-10 is considered
to be an antiinflammatory cytokine produced by
T cells during infection by M. tuberculosis. It leads
to the downregulation of IL-12 production by the
macrophages, which subsequently decreases IFNy
production by T cells. IL-10 directly limits Th1 immunity
and exacerbates diseases.” However, the PHAmitogen
used in this study revealed an opposing function;
it was assumed that PHA stimulated Th2 cells and
inhibited Thepgells, which stimulated the production
of IL-4 and [[-10 but inhibited the production of IL-12
and IFNy.

Based on the stimulated cytokine profile of this
study, the GST-RpfB recombinant protein has the
potential to be developed for clinical use as a TB
vaccine. This results revealed that cellular immunity
arises as a response to the GST-RpfB protein, where
the protein is able to induce the cytokines that are
known to be the major response of cellular immunity
to M. tuberculosis infection in humans. Although
this current research is carried out on test animals
(as a requirement of the vaccine research), this
seed vaccine can perhaps be used in humans in the
future, especially to prevent latent TB.*3 Moreover,
the binding of the RpfB protein to GST may lead
to increase cellular immunity responses in the
splenocytes. Since GST is a protein naturally found
in worms (Schistosoma japonicum), recombination
of RpfB with GST may lead to double protective
immunity in areas with endemiggworms and TB
infections. Worm infections are known to play a
role in the low efficacy of the TB vaccine due to the
opposing effects of the cellularimmune response.’s*
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However, the protective efficacy of GST-RpfB against
single-infection M. tuberculosis or co-infection with
helminths requires further research.

This study was conducted on Balb/C mice, which
is @ common animal model that has been used widely
in vaccine research. This mice strain is easy to raise
and maintain, and generally gives uniform immune
responses to all tested antigens. Assessing the GST-
RpfB recombinant fusion protein on animal models is
a necessary early step in evaluating its immunogenicity
and antigenicity. As immune responses consist of both
cellular and humoral responses, the cellular immune
response found in this study need to be complemented
by a humoral immunity profiling in future study. It
is necessary to better understand candidate seed
vaccines that have the ability to protect against
bacterial infections in tested animals (e.g. a challenge
test before continuing on with clinical trials).

In conclusion, the GST-RpfB recombinant protein
used in this study demonstrated a capability in inducing

y and IL-12 in mice models. These two cytokines
are known to play a role in cellular immune response
against M. tuberculosis infection in humans.
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Abstract

Antigen sub units for vaccine studies are typically isolated from recombinant proteins in an expression system.
However, not all protein expression systems are used to express the specific protein. In this study, we optimized the
pGEX system combined with the modified protein rlding to express and isolate M. muberculosis proteins, especially
proteins that are expressed as an inclusion body. Resuscitation promoting factor B (RpfB) protein is one of the
Resuscitation promoting factor (Rpf) family of proteins that has been studied for its ability to induce cellular immunity
in animal tests. Silico analyses demonstrate how RpfB is included in cell wall and cell processes. The Rpf family
proteins are promising antigens that can be used as a TB vaccine candidate. The polymerase chain reaction was briefly
performed using specific primers to amplify the full length of the rp/B. PCR amplification products were then purified,
cut by restriction endonucleases, and cloned in to pGEX 6-P1. Protein expression was done in the Escherichia coli
BL21 strain, and expressed protein was isolated using the modified protein refolding and solubilization method. The
complex protein expression that appeared as inclusion bodies were successfully isolated and can be detected as complex
GST-RpfB through the western blotting process. Our study results indicate that this system and our modified method
are suitable for M. tuberculosis inclusion body protein expression and isolation.

Abstrak

Optimasi System Ekspresi pGEX untuk Mengekpresikan dan Mengisolasi Protein RpfB Mycobacterium
tuberculosis dalam Bentuk Badan Inklusi Menggunakan Metode Refolding yang Dimodifikasi. Antigen sub unit
untuk studi vaksin umumnya diisolasi dari protein rekombinan menggunakan suatu sistem ckspresi. Sementara itu, tidak
semua sistem ekspresi protein dapat digunakan untuk mengekspresikan protein tertentu. Dalam studi ini kami
melakukan optimasi sistim pGEX untuk mengekspresikan dan mengisolasi protein M. tuberculosis yang diekspresikan
scbagai badan inklusi. Resuscitation prometing factor B (RpfB) protein adalah salah satu protein keluarga Resuscitation
promoting factor (Rpf) yang telah dipelajari kemampuannya dalam menginduksi imunitas seluler hewan uji. RpfB
protein terlibat dalam pembentukan dinding sel dan proses-proses dalam sel. Protein keluarga Rpf berpotensi sebagai
antigen yang dapat digunakan sebagai kandidat vaksin TB. Secara singkat, reaksi berantai polimerase menggunakan
primer spesifik digunakan untuk mendapatkan panjang DNA sintetik rpfB yang dibutuhkan. Produk amplifikasi PCR
kemudian dimurnikan, dipotong oleh ensim restriksi endonuclease yang dilanjutkan dengan pengklonaan kedalam
pGEX 6-P1. Ekspresi protein dilakukan di bakteri non pathogen Escherichia coli strain BL21, selanjutnya protein
tereksprest diisolasi menggunakan metode refolding dan solubilisasi yang dimodifikasi. Komplek protein yang
terekpresi muncul sebagai badan inklusi dan terdeteksi sebagai komplek GST-RpfB melalw metode western blotting.
Hasil studi menunjukkan sistem pGEX dan modifikasi metode solubilisasi dan refolding dapat mengisolasi protein M.
tuberculosis yang diekspresikan dalam bentuk badan inklusi.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Beijing strain, RpfB, recombinant protein

Introduction ization (WHO) reported that the mortality rate of tuber-
culosis (TB) disease in Indonesia is about 67,000 cas-
Tuberculosis is an infectious disease caused by Myeo- es/year and 2,100 cases/year for TB-HIV [1]. Increasing
bacterium tuberculosis and is one of the most serious TB infections can be prevented by preventative means
health problems in Indonesia. The World Health Organ- such as vaccination. However, the BCG vaccine used
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broadly in the world has variable protective efficacy,
ranging from 0 to 77% [2,3]. The weakness of the BCG
vaccine has led to new vaccine studies with the aim of
determining alternative vaccines to use as primary or
booster vaccines.

The rpf family consists of five genes, i.e. rpf4, B, C, D,
and E, which play a role in inducing the bacteria to
change from a stationary condition to an active growth
condition [4,5]. The experiment results do by some
researchers have shown the capability of this family to
induce antibodies and the cellular immune system in
animal tests [6]. Conversely, further studies reveal that the
RpfB and RpfD proteins stimulated a higher response of
cellular immunity compared to the other proteins in this
family [7]. Both characteristics of the Rpf protein fami-
ly, the ability to induce stationary bacterial cells and the
ability to generate immune responses, are interesting
study themes for further investigation. Nonetheless,
exploring protein expression systems is necessary as it
continues to be a challenge to find alternative systems
that can be used to express M. fuberculosis proteins.

The aims of this study were to examine the manufacturing
of the recombinant protein of M. tuberculosis, Beijing
strain, from Indonesian patients collected by Pusat Bio-
medis dan Teknologi Keschatan Kementrian Keschatan
Republik Indonesia. The focus was particularly RpfB, in
the pGEX system, and to examine the protein expression
system itself. Several studies demonstrate success in
cloning and in the protein expression of M. tuberculosis
proteins in vector systems, such as the pET system, the
pColdIl system, the pGEX system itself, and others [8-10].
Although the pGEX system has been used for protein
expression of M. tuberculosis, information on the pGEX
system is still limited, especially for proteins that have the
potential to be expressed as inclusion bodies. Therefore,
it i1s necessary for further testing of the pGEX system
with other proteins of M. ruberculosis. The pGEX system
has some advantages compared to other systems. One of
these advantages is the availability of anti-GST, as the
expression of GST fusion proteins can be easily analyzed
using western blotting. Similarly, tools to isolate and
purify the proteins based on GST affinity are available
to simplify and shorten the workflow. The results of this
study provide useful information on use of the pGEX
system, along with useful information on the protocol to
obtain recombinant M. fuberculosis proteins. The RpiB
protein designed and produced in this study can be used
in subsequent studies with the aim of discovering
vaccine candidates that can be produced in Indonesia.

Materials and Methods

Strain. The M. fuberculosis H37Rv strain used in this
study is a bacterial stock from the Department of Mi-
crobiology, Medical Faculty, Universitas Indonesia. The
Beijing strain was kindly donated from the Center for
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Biomedical and Health Technology, Ministry of Health
Republic of Indonesia (Pusat Biomedis dan Teknologi
Keschatan Kementrian Kesehatan Republik, Indonesia).

Genomic DNA extraction. M. tuberculosis genomic DNA
was isolated from the cells using the boiling method
[11]. The bacterial cells were scraped from Lowenstein-
Jensen media and inserted into 1.5 mL tubes, containing
500 pL sterile dH;O. They were then incubated at 100
°C in a heat block for 10 minutes. The tubes were cen-
trifuged to separate genomic DN A from cell debris. The
supernatant containing M. fuberculosis genomic DNA
was isolated and stored at minus 30 °C until used.

23
Amplification of the rpfB gene. The rpfB gc was
amplified using the polymerase chain reaction (PCR)
method with specific primers annealing to the rpfB re-
gion (primers used in this study are not published for
[Atent purposes). The PCR product size was confirmed
by gel electrophoresis and then purified using a PCR
purification kit (Qiagen). The purified PCR product was
then used for cloning.

Cloning of the rpfB gene into the pGEX system and
transformation. pGEX 6-1 and rpfB PCR products
were digested by EcoRl and Xhol restriction enzymes
(Fermentas) and then purified before ligation. The ligation
process was done using T4 DNA ligase (Fermentas),
resulting in plasmid harboring the inserted gene. Trans-
formation of recombinant plasmid into E. colif DHSo was
done using the heat shock method and resulted in the
MRBI1 and MRB3 strain [12]. The ligflion product was
mixed with bacteriafompetent cells in a 1.5 mL plastic
tube and incubated on ice for 30 minutes, and then in-
cubated under heat shock conditions at 42 °C for 1.5
minutes. The bacterial cells were sub cultured in LB
medium and shaken for 1 hour at 37 °C. LB agar con-
taining 100 pg/mL ampicillin was used to select bacte-
rial cells carrying recombinant plasmid. Plasmids isolat-
ed from bacteria growing on the selective medium were
examined for the correct orientation of the inserted gene
by PCR, {fB) for correct base composition by sequenc-
ing. The plasmid containing the rpfB gene was then
transformed into E. celi strain BL21 as the expression
host resulting in the MRB2 and MRB4 strain.

RpfB protein expression. Strain MRB2 and MRB4 was
grown (@ sclective media until the optical density
(ODgyq) reached 0.4, and then IPTG (Isopropyl p-D-1-
thiogalactopyranoside) was added to a final concentra-
tion of 1 mM. Incubation was continued for 4 hours
before bacterial cells were harvested. Ten milliliters of
1x phosphate-buffered saline (PBS) was added to the
bacterial pellet after centrifugation and the re-suspended
pellet was subjected to sonication using a Memert
sonicator, Lysed bacterial cells after sonication was
analyzed by electrophoresis on a 15% SDS-
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polyacrylamide gel (SDS-PAGE) to detect the expres-
sion of RpfB protein. RpfB protein expression was con-
firmed by western blotting with anti GST antibody.

Extraction, solubilization, and refolding of recombi-
nant RpfB protein. The pellet, from centrifugation
after sonication, was re-suspended in the lysis buffer
containing lysozyme. Sonication was performed again
for 30 minutes to break down cell membranes and then
EPBjccted for centrifugation at S000 rpm. This was done
for 10 minutes at 4 °C. Subsequently, the et was re-
suspended in buffer TNMFX — 2M urea containing 50
mM Tris-Base, 150 mM NaCl, 1| mM EDTA, and 2 M
urca — & then subjected to 10 minutes sonication,
followed by centrifugation at 5,000 rpm for 10 minutes
at 4 °C. Pellets were then rc-suspaded in buffer
TNMFX-0.1% Triton-X100 contained 50 mM Tris, 150
mM NaCl, 1 mM EDTA, and 0.1% Triton-X100. The
suspension [Fas sonicated for 10 minutes, incubated for
30 minutes at 4 °C, and then centrifuged at 5000 rpm for
10 minutes. The pellet was re-suspended in the
solubilization buffEJcontaining 8M urea, then centri-
fuged at 1000 rpm for 10 minutes at 4 °C. The superna-
tant was collected and stored at -80 °C until refolding.
For refold@le, the supernatant was diluted fivefold in the
refolding buffer containing 50 mM Tris - HCI, 100 Mm
NaCl, 1 mM reduced glutathione, 1 mM DTT, and 1
mM PMSF. The diluted solution was incubated over-
night at 4 °C with stirring.

Isolation of recombinant protein RpfB. Refolded re-
combinant RpfB protein was isolated using the GST
affinity column; this was based on the manufacturer's
instructions. Prior to this, the affinity column was equil-
E3ated with the equilibration buffer containing 50 mM
Tris-HC1, 100 mM NaCl, | mM reduced glutathione, 1
mM DTT, and 1 mM PMSF in a volume four times the
volume of the resin. The column was incubated, with
shaking, for one hour and then the equilibration buffer
was removed from the column. A volume of refolding
protein solution, three times the volume of the resin,
was poured into the column and incubated on a shaker
for 1 hour. The liquid in the column was collected in a
sterile tube as the flow through. The column was then
washed 2-3 times with a wash buffer. Recombinant pro-
tein bound to the resin was eluted with an elution buffer,
collected in a sterile tube, and stored at -80° until use.

Results and Discussion

In order to construct the AR1 and AR2 plasmids, we
inserted the rpfB gene downstream of the GST se-
quence, between the multi cloning site (MCS) and the
terminal sequence (Figure 1). Gene insertion in this area
is advantageous because the addition of a terminal se-
quence to the PCR product is not necessary. With this
construct, expression of a protein in accordance with the
expected length is more likely.

Makara J. Sei.
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tac promotor

GST

pGEX 6P-1 Ampicilin

lac 1

Figure 1. Plasmid Construction to Find AR1 Plasmid

The transformation result produced by colony PCR dis-
played some positive colonies carrying the rpfB gene on
a plasmid. Successful DNA transformation of ARI and
AR2 plasmid into E. coli BL21 was demonstrated, and
elicited the MRB2 and MRB4 strains. Success of the
transformation was determined by colony PCR results,
which exhibifdld bands with length as expected (data not
shown). All strains and plasmids used in this study are
listed in Table 1 and Table 2.

Analysis results for the gene sequencing of rpfB gene
M. tuberculosis strains Beijing, from recombinant plas-
mids, elicited the presence of mutations outside of the
epitopes region when compared to strain H37Rv (Figure 2).
RpfB protein have two epitops for CD4" cell T (codon
146-160, codon 251-256) and one epitope for CD8" cell
T (codon 66-80) Based on analysis using Genetyx ver.4
software. Even though mutations occurred in cloning, we
believe that these mutations will not affect the ability of
the protein to stimulate the immune response, since the
mutations are out of epitope regions.

To observe RpfB protein expression in the host, we
cultured MRB2 and MRB4 in a Luria Bertani (LB)
medium. Addition of 1 mM IPTG as an inducer at ODygy,
0.4 succeeded in inducing RpfB expression, as detected
in SDS PAGE (Figure 3). The length of the RpfB protein
band was as expected based on analysis in silico [13].
Unexpectedly, the expression of RpfB strain from strain
was higher than the H37Rv strain. We speculate that the
appearance of this gene mutation may have resulted
from changes in the protein conformational, a protein
that is normally accepted and overexpressed by E. coli but
was instead rejected. It will be advantageous to isolate the
protein in a large scale. However, this experimental step
revealed that the expression of the Rpf protein family of
M. tuberculosis can be performed in the pGEX system
with £. coli as a host.
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158 Rukmana, et al.

Tabel 1. Bacterial Strain List

Strain Genotype Source
M. tuberculosis strain H37Rv Bacterial stock of Microbiology Department Medical
Faculty Universitas Indonesia
M. tuberculosis strain Beijing Bacterial stock of Pusat Biomedis dan Teknologi
11 Kesehatan Kementrian Kesehatan Republik Indonesia
E. coliDHS o FO80lacZAMI5A(lacZY AargF) U169 Bacterial stock of Microbiology Department Medical

recAl endAl hsdR17 (rK-, mK+) phoA  Faculty Universitas Indonesia
E44 3 thi-1 gyrA96 relAl
E. coli BL21pLys F-ompT hsdS(rB-mB-) gal dem A{(DE3) Bacterial stock of Microbiology Department Medical
pLysS (Camr) (MDE3):lacl, lacUV5-T7  Faculty Universitas Indonesia
gene 1, ind1, sam7, nin3 )

MRBI (H37Rv) E. coli DHSapGEX6P-1 rp/B This work
MRB2 (H37Rv) E.coli BL2IpGEX6P-1 rpfB This work
MRB3 (Beijing) E. coli DHSapGEX6P-1 rp/B This work
MRB#4 (Beijing) E.coli BL2IpGEX6P-1 rp/B This work

Table 2. Plasmid List

Plasmid Genotype Source
pGEX 6P-1 Amersham
R1 (H37Rv) pGEX 6P-1ArpfB This work
R2 (Beijing) pGEX 6P-1ArpfB This work
B T B e e e B N e IR T T |
190 200 210 220 230 240

B M. tuberculosis H3TRv standard TAPIVEGMQI QVTENRIKKV TERLPLPENA RRVEDPEMNM SREVVEDPGV PGTQDVTFAV

sequence TAPIVEGMQI QVTRENRIEEV TERLPLPPNA RRVEDPEMNM SREVVEDPGV PGTQDVTEAV

[ [ [ R
250 (oo 260___ 270 280 290 300
ipfB M. tuberculosis H37TRv standard AEVNGVETGR LEVANVVVTP AHEAWVRVGT KPGTEVEPVI DGSIWDAIAG CEAGGMWAIN

AEVNGVETGR LEVANVVVTE AHEAWVEVGT KPGTEVEEVI DGSIWDAIAG CEAGGNWAIN
v

sequence o R e e e )

B L [ [ I R |

310 320 330 340 350 360

rpfB M. tuberculosis H3TRv standard TGNGYYGGVQ FDQGTWEANG GLRYAPRADL ATREEQIAVA EVTRLRQGWG AWPVCARRAG
sequence TGNGYYGGVQ FDQGTWEANG GLRYAPRADL ATREEQIAVA EVTRLRQGWG AWPVCAARAG

rpfB M. tuberculosis H3TRv standard  aR*
sequence

190 200 210 220 230
rpfB M. tuberculosis H3TRv standard TAPIVEGMQI QVIRNRIKKYV TERLPLEPNA RRVEDEEMNM SREVVEDEGV EGTQDVIFAV
sequence TAPIVEGMQI QVTRNRIKKYV TERLPLEPNA RRVEDPEMNM SREVVEDPGV PGTQDVILAV

R R EE T BT EE T BT [P B P e LT
250 mmmma 286 270 280 290 300

===A
rpfB M. tuberculosis H37Rv standard AEVNGVETGR [LPVANVVVTP AHEAWVRVGT KPGTEVPPVI DGSIWDAIAG CEAGGNWAIN
sequence @~ AEVNGVETGR LPVANVVVTP AHEA!

P T Y A R (PR AP [ I I
330 340 350
/B M. tuberculosis H3TRv standard ~ TGNGYYGGVQ FDQGTWEANG GLRYAPRADL ATREEQIAVA EVTRLRQGWG
sequence TGNGYYGGVQ FDQGTWEANG GLRYAPRADL ATREEQIAVA EVTRLRQGWG

B M. tuberculosis H3TRv standard  2R*
sequence AR*

Figure 2. Analysis of rpfB Recombinant Sequences Comparing to M. tuberculosis H37TRv Standard Sequence
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Eb cxamine the expression of RpfB, we performed
western blotting with an anti-GST antibody as reporter.
The results support previous data that the expressed
protein is a fusion between RpfB and GST (Figure 4).
The result of this experiment, using pellet and superna-
tant fractions, demonstrated that the protein was ex-
pressed mostly in the pellet. This indicates that the »p/B
gene may have been translated as inclusion bodies in E.
coli. To confirm that the protein expression of RpfB was
not in inclusion bodies as a result of the high culture
incubation temperature (37 °C), we repeated the culture
step with incubation temperature variations up to 20 °C
and examined the protein expression (data not shown).
The result reveals that the RpfB protein consistently
translates as inclusion bodies.

RpfB protein isolation, using the solubilization and
refolding solution containing urea, transferred the protein
originally in the pellet fraction to be in supernatant.
Modifying this fraction means that the proteins can be
isolated using an affinity column (Figure 5). Although
the refolding was successful, the amount of isolated
protein was nonetheless not optimal, as RpfB cit can be
seen from the amount of target protein observed in the
flow through. We speculate that the content of urea in
the solubilization and refolding solution possibly
blocked the binding of the GST protein to the slurry.

a. SDS PAGE

M 1 2 3 4 5
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KDa M 1 2 3 4 5 6

70
62

29

Figure 3.

T1L

RpfB Expression on SDS PAGE. M = Marker;
1. E. coli BL21+pGEX-rpfB (H37Rv) without
Induction, 2. E. coli BL21+pGEX-rpfB (H37Rv)
was Inducted by 1 mM IPTG, 3. E. coli
BL21+pGEX-rpfB (Beijing) without Induction,
4. E. coli BL21+pGEX-rpfB (Beijing) was
Inducted by 1 mM IPTG, 5. E. coli BL2I+pGEX
without Induction, 6. E. coli BL21+pGEX was
Inducted by 1 mM IPTG. Black Arrow Show
Expression of GST+RpfB, White Arrow Show
Expression of GST. Molecular Weight GST = 26
KDa, GST+RpfB = 64 KDa.

b. Western blotting

M

1 2 3 4 5

Figure 4. Confirmation of RpfB Protein Expression. a) SDS PAGE: Lane 1, BL21+pGEX 6P-1; Lane 2 BL21+pGEX-rpfB
(H37Rv) Pellet, Lane 3 BL21+pGEX-rpfB (H37Rv) Supernatant; Lane 4 BL21+pGEX-rpfB (Beijing) Pellet, Lane
5 BL21+pGEX-rpfB (Beijing) Supernatant. White Arrow Show Expression of GST Protein, Black Arrow Show
Expression of GST+RpfB. b). Western Blotting with Antibody-Anti GST: Lane 1, BL21+pGEX 6P-1: Lane 2
BL21+pGEX-rpfB (H37Rv) Pellet, Lane 3 BL21+pGEX-rpfB (H37Rv) Supernatant; Lane 4 BL21+pGEX-rpfB
(Beijing) Pellet, Lane 5 BL21+pGEX-rpfB (Beijing) Supernatant. White Arrow Show Expression of GST Protein,
Black Arrow Show Expression of GST+RpfB.
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Figure 5. Isolation of RpfB Protein After Solubilizing and Refolding. Lane 1, Supernatant in Urea 8 M; Lane 2, Flow Trough;
Lane, 3-4, wash; Lane 5-8, Elute; Lane 9, GST Protein; M = Marker, Black Arrow Show Expression of GST+RpfB.

Further research in protein expression system testing is
needed tofF8termine an efficient system in protein ex-
pression. In this study, we succeeded in cloning and
expressing one gene from the rpf family, 1p/B, into the
pGEX system. However, analysis of the sequencing
results exhibited two point mutations in the gene clone
area. These mutations may alter the structure [§fgthe
RpfB protein strain from Beijing. Analysis of the
epitopes of CD4+ and CD8+ T cells demonstraffg that
the amino acid change occurred outside the epitope
recognition of CD4+ and CD8+ T cells. Recognition of
CD4+ and CD8+ epitopes to be important on TB vac-
cine study caused by protection against tuberculosis
infection is generally mediated by IFy and IL-12 that are
secreted by CD4+ and CD8+ [14]. All of these muta-
tions likely have no effect on the RpfB antigenicity
properties. Changes in two amino acids, as a result of
e mutations that still allow RpfB protein, can be
cxpressed in E. celi BL21. Results of the protein ex-
pression were detected by SDS PAGE, and demonstrat-
ed that the efficiency of protein expression RpfB in the
mutant clone is better than the control strain (H37Rv).
We suspect that these two amino acid changes supports
the efficiency of the expression of the protein. Further
testing is required to better understand the involvement
of these mutations in RpfB expression. Nevertheless, we
think it is this unexpected finding that will foster protein
production for our next study, one in further exploring
antigenicity of Rp{B protein.

We expected that fusion of RpfB with GST proteins
would increase the solubility RpfB. In fact the expres-
sion of this protein, always in pellet fraction, indicates
that the protein was in inclusion body form. To confirm
RpfB protein expression was not in inclusion bodies due
to the high incubation temperature (37 °C) or IPTG, we

Makara J. Sei.

repeated the culture step with variation of IPTG concen-
tration and incubation temperature variations below 37
°C (data not shown). Variation of IPTG concentration
and temperature did not appear to solubilize these pro-
teins, and the results reveal that the RpfB protein is
translated as inclusion bodies. We do not have an argu-
ment to explain this phenomena, but it is possible that
the tac promoter in this vector might inffie overexpres-
sion of proteins. Several other factors may result in the
formation of inclusion bodies, such as pH level,
osmolarity, cofactors, or folding mechanisms. Con-
versely, high expression levels also induce polypeptide
production in higher concentrations and would interact
with a similar region causing an inclusion body [15].
Although it is possible to isolate the target proteins from
the purify-native antigen of M. tuberculosis, expression
of the proteins on the host, such as E. coli, will be more
efficient and safe [16,17]. More than that, through this
method the target protein can be re-designed or re-
assembled with other target proteins [18].

Some expression vectors have also been developed and
used to obtain the target proteins. The pET system, con-
taining the T7 promoter, has been used for the expres-
sion and isolation of M. tuberculosis proteins [18]. This
system is very popular, with more than 50% of cases of
successful protein expression with other bacteria [19].
Nevertheless, our other studies demonstrated that pro-
tein isolation using this vector is not able to distinguish
between the target and non-target protein on a western
blot (unpublished data). We suspect an anti-His anti-
body was cross-reacted with non-target proteins of £.
coli containing His residue that could not be separated
with an affinity column. Research conducted to study
the pET system expressed M. tuberculosis proteins and
show this system has successfully performed expression
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and purification of target proteins. When the detection
of protein recombinants were observed using mass spec-
trometry, it is a more sensitive and expensive process
that requires more trained people compared to the con-
ventional western blot method that we used [18]. How-
ever, there is a successful study that expressed M. tu-
berculosis protein in pDE22 plasmid, inserted with se-
quences that encode His’s-tag protein upstream of the
target gene [20]. This study is important information for
His use as there is a tag protein where the results differ
from our study. Several plasmids are also generally used
to express the protein, but have some weaknesses that
can be covered by the pGEX system. For example, un-
der the control of the promoter espA, the expression of
proteins requires lowering incubation temperature of the
cell culture [21], while the expression of the protein
under the control of the promoter rel™ need a te mpera-
ture up to 42 °C [22,23].

Finally, the pGEX system has proven useful for cloning
and expression of M. tuberculosis proteins. This system
appears suitable for isolating M. tuberculosis proteins
that form inclusion bodies, and is easily refolded and re-
solubilized. Our study provides necessary information for
the expression and isolation of M. muberculosis proteins.
The successful application of the pGEX system and the
modified method for protein isolation in this study can
be used by other researchers to assess the expression
and isolation of other M. tuberculosis target proteins.
Moreover, isolated protein from this study can then be
used for cellular immunogenicity assay to determine the
necessary immunogenic properties and can aid in the
discovery of new tuberculosis vaccine candidates.

Conclusion

RpfB protein of M. tuberculosis was successfully cloned,
expressed, and isolated in pGEX system. The expression
of RpfB as membrane protein, this target protein was
successfully isolated using the urea method.
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Prevention by utilizing medicinal plants can be used as an alternative
treatment. This study aims to identify active antimicrobial substances and
test the antimicrobial potential of traditional Balinese spices, namely Basa
Selem, Basa Gede, Basa Wangen, Basa Bawang Jahe, and Basa Rajang
against Salmonella sp bacteria in vitro. The True-experimental method
with Posttest only-control design was used in this study, by intervening in
the treatment group as well as the presence of positive and negative
controls. Maceration method with 96% EtOH solvent was used to extract
active substances and identify the levels of antimicrobial active
substances. The TLC Spectrophotodensitometer instrument and the
diffusion method (discs) were used to test antimicrobial potential. Data
analysis was performed using the one-way ANOVA test. All five samples
showed flavonoids, alkaloids, tannins and phenols in qualitative tests.
Based on quantitative test results of five samples, the highest compound
content obtained in Basa Wangen (6.66 mg/ml of tannins), Basa Gede
(3.74 mg/ml of flavonoids), Basa Bawang Jahe (2.49 mg/ml of tannins),
Basa Selem (2.87 mg/ml of tannin), and Basa Rajang (6.96 mg/ml of
flavonoids). There are differences in the antimicrobial potential of various
types of traditional Balinese spices against the growth of Salmonella spin
vitro (sig = 0.037). The traditional Balinese spices have the antimicrobial
potential of the intermediate category with a range of inhibition (16-20 mm)
based on the NCCLS standard.
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1. INTRODUCTION

Indonesia has a diversity of cultures along with the development of various types of food
with diverse flavours as well. Spices are often used in various culinary regions in Indonesia as a
cooking ingredient. In addition to increasing food flavour, added spices can also increase product
durability and also product safety for consumption. Increased shelf life and safety of food products
added to spices are caused by the ability of spices to inhibit the growth of bacteria present in
food.! Many spices are also synergists when combined, and those spices exhibit greater
antibacterial effects than when each is used alone.?

Spices are also believed to be beneficial for health because they contain many bioactive
compounds that function as antimicrobials, antioxidants, antidiabetic, antitumor, and other
functions that are very beneficial for maintaining health. For this reason, spices are widely
developed for traditional medicine because they are believed not to cause harmful side effects’.
The food ingredients made from spices are processed in a simple way. Traditional spices are very
beneficial in the absence of chemicals such as monosodium glutamate (MSG), which are
commonly used as flavouring ingredients.? The use of traditional spices which is a collection of
various spices in making Balinese sausages (Urutan) functions as a flavouring, preservative,
antioxidant and antimicrobial .2

The content of essential oils in spices can be used to inhibit the growth of bacteria in food.
The results of other studies show that spices produce Allicin (the active substance of garlic) can
penetrate quickly into different parts of the cell and cause biological effects.! Other ingredients
that are often used in traditional herbs are garlic, mustard, cloves and ginger. Cloves have the
highest antibacterial activity followed by garlic, while mustard and ginger show smaller
antibacterial activity.! The spices are also found in traditional Balinese spices such as Basa
Wangen, Basa Gede, Basa Bawang Jahe, Basa Selem, and Basa Rajang. This research was
conducted to study the antimicrobial potential of traditional Balinese spices against the growth of
Salmonella spin vitro.

2. MATERIAL AND METHOD

There are five types of traditional Balinese spices such as Basa Wangen, Basa Gede,
Basa Bawang Jahe, Basa Selem, and Basa Rajang. The total number of samples from this study
was 56 samples, where there were eight times replications from 5 treatment groups with one
positive control and one negative control*. Antimicrobial potential was evaluated by measuring
inhibition zone diameters, using 96% EtOH as a negative control and Ciprofloxacin 5 yg as a
positive control. Maceration method with 96% EtOH solvent was used to extract active substances
and identify the levels of antimicrobial active substances. The TLC Spectrophotodensitometer
instrument and the diffusion method (discs) were used to test antimicrobial potential. The True-
experimental method with Posttest only-control design was used in this study, by intervening in
the treatment group as well as the presence of positive and negative controls. Data analysis
began with the Kolmogorov Smimov test, then One Way ANOVA (Analysis of Variance) test was
used to determine the inhibition zone of various types of traditional Balinese spices extract, then
compared to the NCCLS table (National Committee for Clinical Laboratory Standards) to
determine the most potential types of traditional Balinese spices as antimicrobials against the
growth of Salmonella sp.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The results of qualitative tests by phytochemical screening on the content of antibacterial
compounds of traditional Balinese spices obtained the following results (Table 1).
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Table 1. Qualitative Test Results of Antibacterial Compounds from Traditional Balinese Spices Extracts

Mo Spices Samples Antibacterial Compounds Test Results
Alkaloids Saponin Phenaol Flavonoids Tannins
1 Basa Wangen + - + + +
2 Basa Gede + + + +
3 Basa Bawang Jahe + + + +
4 Basa Selem + + +
5 Basa Rajang + + +

Moted: (+) detected; (-) not detected

Qualitative test results indicate there is a positive compound; it is suspected that the compound
has antibacterial activity (phenol, flavonoid, and tannin compounds). Quantitative tests were
continued to determine the levels of compounds suspected to have antibacterial activity (total
phenols, flavonoids and tannins) (table 2).

Table 2. Quantitative Test Results of Traditional Balinese Spices Extracts Antibacterial Compounds

MNo Spices Samples Antibacterial Compounds
Phenol (mg/mL.GAE)  Flavonoids (mg/mL RE) Tannins mg/mL.GAE)
1 Basa Wangen 3.39 3.27 6.66
2 Basa Gede 1.83 3.74 1.35
3 Basa Bawang Jahe 214 2.46 2.49
4 Basa Selem 2.42 1.96 2.87
5 Basa Rajang 3.35 6.96 2.35

Moted: GAE: Gallic Acid Equivalents; RE: Rutin Equivalents

In this study, the inhibitory test of Balinese traditional spices concentrations of 100% (1 mg/ml)
was carried out on the growth of Salmonella sp. bacteria using 96% EtOH as a negative control
and Ciprofloxacin 5 pg as a positive control. The positive control showed a zone of inhibition until
the eighth replication. The positive zone inhibition zone values obtained were not very different.
The mean inhibition zone diameter obtained was 31.88 mm (Table 3).

Table 3. Inhibition Zone of Traditional Balinese Spices on the growth of Salmonella sp. in Vitro

Replications Inhibition zone
Basa Selem (1 Basa Gede Basa Basa Bawang Basa Positive MNegative
mg/mil) (1 mg/ml) Wangen (1 Jahe (1 Rajang (1 control control
mg/ml) mg/ml) mg/ml)
1 20 20 21 17 22 32 ]
2 15 21 18 18 19 Khl ]
3 20 19 19 17 17 33 ]
4 14 18 16 15 19 32 ]
5 15 21 16 15 18 34 ]
6 18 19 18 19 18 30 ]
7 16 18 21 19 19 32 ]
8 19 20 19 18 21 3N ]
Mean + SD 17.13 £ 2.42 19.5+1.18 18.5+1.82 17.256 £1.58 1913 £1.57 31.88 0.0 0.00
1.25

Moted: SD: Standard Deviation
The mean diameter of negative controls showed there was none inhibitory activity of Salmonella

sp. bacteria growth, starting from replication one to replication eight, the inhibition zone diameter
of negative control obtained was 0 mm.
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Figure 1. Inhibition Zone Differences of Various Traditional Balinese Spices Extract

Based on the results of the current study, none of the traditional Balinese spices was
effective against the growth of Salmonella sp (when compared to the NCCLS table). Inhibitory
zone diameters formed in various traditional Balinese spices are in the intermediate category (16-
20 mm). One Way ANOVA test results (using software SPSS 16.00) obtained sig value was 0.037
(<0.05). The results showed there was a differences inhibition zone of Salmonella sp in various
Balinese traditional spices with concentration 1 mg/ml. Based on these results, there are
differences in the antimicrobial potential of various types of traditional Balinese spices extracts
against Salmonella sp. The differences in inhibitory activity from various types of traditional
Balinese spices extracts was analyzed by LSD (Least Significant Difference) test. The LSD test
showed that p-value was 0.000 (p<a); there were significant differences in the effectiveness of
biodesinfectant at various traditional Balinese spices extracts against Salmonella sp.

The inhibitory test was conducted to determine the antibacterial potential of traditional
Balinese spices against Salmonella sp. bacteria. Traditional Balinese spices extract was obtained
through the maceration method using 96% EtOH, and the extract obtained then tested for its
inhibitory activity. Based on the results of the observation, all the various traditional Balinese
spices extract have inhibition on the growth of Salmonella sp. bacteria. Inhibition can be seen
from the clear zones that formed around the disk containing traditional Balinese spices extract. In
this method, the extract on the disk will diffuse, and the active substances contained in it will inhibit
bacterial growth. The wider the clear zone formed shows, the more significant inhibitory activity.
In this study, 96% ethanol was used as a negative control to determine whether there is an effect
of ethanol on the growth of Salmonella sp. bacteria which is also used as a solvent in the
extraction process. The mean diameter of negative controls showed there is no inhibitory activity
of Salmonella sp. bacteria growth with a measured value of 0.00 mm. The same thing was also
obtained from the study in vitro inhibitory activity of ethanolic fruit extract from Averrhoa bilimbi L.
against Streptococcus pyogenes bacteria.®

In this study, the positive controls used Ciprofloxacin antibiotic discs as work controls.
Ciprofloxacin is a broad-spectrum antibiotic that is widely used to treat human and animal
diseases, which Ciprofloxacin is a broad-spectrum antibiotic of the fluoroquinolone class.
Ciprofloxacin is active against some Gram-positive and many Gram-negative bacteria.
Ciprofloxacin has rapidly bactericidal activity and high potency. Relatively long post-antibiotic
effect.® The mean diameter of the inhibition zone from Ciprofloxacin antibiotic discs was 31.88
mm. These results are according to CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), where
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Ciprofloxacin belongs to the sensitive category. Itis indicated that the bacterial isolates used and
the procedures carried out in this study are confirmed with testing standards for inhibiting
antibacterial substances.® This study also shows that Ciprofloxacin is still effective against
Salmonella sp. bacteria.

The results of this study show that traditional Balinese spices extract (1 mg/ml) were able
to inhibit the growth of Salmonella sp. Bacteria which was characterized by the formation of clear
zones around the discs. This study also shows that different diameter inhibition zones are formed
for each traditional Balinese spices extract. It might be caused the differences of spices content
and the number of spice compositions (which contain antimicrobial compounds) in traditional
Balinese spices. The result of the largest inhibition zone was produced by Basa Gede, which was
equal to 19.50 mm, among the other traditional Balinese spices. It might be caused the Basa
Gede consists of spice components that are more complete than other spices. Basa Gede
contains galangal, ginger, turmeric, shallots, garlic, pepper, coriander, chilli, cumin leaves, bay
leaves, Wangen leaves, and lemongrass. The beneficial properties in herbs and spices are due
to the presence of phytochemicals. The major phytochemical classes associated with herbs and
spices include a diverse array of compounds such as terpenes and terpene derivatives.2 Other
compounds include glycosides, alkaloids like piperine, chavicene, capsaicinoids (pepper fruit),
saponins like trigonelline, allyl sulphur, adenosine, (onions and garlic), quercetin (onions),
curcumin (turmeric) and isothiocyanates (cruciferous vegetables).? Qualitative test results by
phytochemical screening indicate the presence of alkaloids, flavonoids, phenols, and tannins
contained in the extract. Flavonoid is an active substance which is a class of hesperidin
compounds and causes damage to bacterial cell wall permeability, microsomes, and lysosomes
as a result of interactions between flavonoids and bacterial DNA.12

Phenol is one of the compounds contained in essential oils which has a broad spectrum
of bioactivity, owing to the presence of several active ingredients or secondary metabolites, which
work through various modes of action.!" Essential oils contain a variety of volatile molecules such
as terpenes, phenolic-derived aromatic and aliphatic components.'? Phenolic compounds are
generally claimed to be bacteriostatic. Moreover, the antiflicrobial action of phenols is related to
their ability to denature proteins, as well as to produce a loss of membrane integrity resulting in
leakage of essential intracellular constituents such as potassium cation, inorganic phosphate,
pentoses, nucleotides and nucleosides, and proteins. The mechanisms thought to be responsible
for phenolic toxicity to microorganisms include enzyme inhibition by the oxidized compounds,
possibly through reaction with sulfhydryl groups or through more non-specific interactions with the
proteins.i2

Tannins (commonly referred to as tannic acid) are water-soluble polyphenols that are
present in many plant foods. Tannin toxicity for fungi, bacteria and yeasts is reviewed and
compared to the toxicity of related lower molecular weight phenols. The dependence of toxicity
on tannin structure is examined.'* The different mechanisms proposed so far to explain tannin
antimicrobial activity include inhibition of extracellular microbial enzymes, deprivation of the
substrates required for microbial growth or direct action on microbial metabolism through inhibition
of oxidative phosphorylation.1s

The formation of different inhibitory zones due to variations in the types of constituent
variations and differences in the number of components and storage conditions.™* The freshness
index of the ingredients of traditional Balinese spices can be seen from the texture of the material,
the overall colour of the material, the basic colour of the skin, the colour of the contents of the
material, the hardness (firmness) of the material, the content of dissolved sugar (solid soluble
content), acidity, and the concentration of ethylene. Harvesting of traditional Balinese spices
ingredients which is done earlier or rather late can affect the quality of spices, such as colour,
texture, taste and aroma as well as the content of chemical compounds especially those that are
harvested earlier or later. This influences changes in chemical and physical properties during
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maturation because after harvesting the material still performs metabolic reactions. The optimum
temperature for storing materials is 5-10°C. If the temperature is too low, it can cause damage to
the material (chilling injury). Other factors that affect the inhibition zone diameter are the
incubation temperature, incubation time, tool sterility, contamination, the turbidity of the bacterial
suspension, media thickness, and disk disc distance.'® However, these factors have been
controlled, so these factors do not have a significant influence on the results of this study.

This research can be continued by using modifying formulas from traditional Balinese
spices, so the concentration of antimicrobial compounds contained becomes higher. This is
expected to increase the inhibitory growth of Salmonella sp. bacteria.

4. CONCLUSION

Based on the results of the research, it can be concluded that the traditional Balinese
spices contain antibacterial compounds such as flavonoids, alkaloids, phenols (3.35 mg/ml) and
flavonoids (6.96 mg/ml) and tannin (6.66 mg/ml) with antimicrobial potential categories was
intermediate (inhibitory range was 16-20 mm). There are differences in the antimicrobial potential
of various types of traditional Balinese spices against the growth of Salmonella sp. bacteria in
vitro with sig value was 0.037 (<0.05). The result of the largest inhibition zone was produced by
Basa Gede, which was equal to 19.50 mm, among the other traditional Balinese spices.

DISCLOSURE STATEMENT
The authors reported no potential conflict of interest.

ACKNOWLEDGEMENT
Researchers thanks to all team and to Directure of Poltekkes Kemenkes Denpasar.

FUNDING INFORMATION
This research was funded by the RISBINAKES fund (research for the development of health
personnel) of the DIPA Poltekkes Denpasar.

REFERENCES

1. Rahayu NPN, Kawuri R, Suriani NL. Uji Keberadaan Staphylococcus aureus pada Sosis
Tradisional (Urutan) yang Beredar di Pasar Tradisional di Denpasar, Bali. Simbiosis J Biol
Sci. 2014;2(1).

2. Billing J, Sherman PW. Antimicrobial Functions of Spices: Why Some Like it Hot. Q Rev
Biol. 1998;73(1):3-49. doi:10.1086/420058.

3. Antara NS, Wartini M. Senyawa Aroma Dan Citarasa ( Aroma and Flavor Compounds ).
Trop Plant Curric Proj. 2016;(October):1-71.

4, Hanafiah KA. Rancangan Percobaan Aplikatif. Jakarta: PT. RajaGrafindo Persada; 2005.

5 Dewi P, Ratih GA, Burhannuddin B, Sudarmanto G. In vitro Inhibitory Activity of Ethanolic
Fruit Extract from Averrhoa bilimbi L. against Streptococcus pyogenes Bacteria. Heal
Notions. 2019;3(1):13-17. doi:10.33846/hn.v3i1.276.

6. CLSI. M100 Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility testing. In: Megan L,
M. Tertel, eds. 27th ed. West Valley Road USA; 2017.

7. Zeiler HJ, Grohe K. Summary for Policymakers. In: Intergovernmental Panel on Climate
Change, ed. Climate Change 2013 - The Physical Science Basis. Vol 1. Cambridge:
Cambridge University Press; 1986:1-30. doi:10.1017/CB0O9781107415324.004.

8. Lampe JW. Spicing up a vegetarian diet: chemopreventive effects of phytochemicals. Am
J Clin Nutr. 2003;78(3):579S-583S. doi:10.1093/ajcn/78.3.579S.

9. Keservani RK, Kesharwani RK, Vyas N, Jain S, Raghuvanshi R, Sharma AK. Nutraceutical
and Functional Food As Future Food: A Review. Der Pharm Lett. 2010;2(1):106-116.

THE POTENTIAL OF TRADISIONAL BALINESE SPICES INYOMAN JIRNA




10. Rijayanti RP, Luliana S, Trianto HF. In vitro Antibacterial Activity test Of Ethanol Extracts
Bacang mango (Mangifera foetida L.) Leaves Against Staphylococcus aureus. Naskah
Publ Univ Tanjungpura. 2014;1(1):10-12.

11.  Abad MJ, Bedoya LM, Apaza L, Bermejo P. The Artemisia L. Genus: A Review of Bioactive
Essential Oils. Molecules. 2012;17(3):2542-2566. doi:10.3390/molecules17032542.

12. Blagojevi¢ P, Radulovi¢ N, Pali¢ R, Stojanovi¢ G. Chemical Composition of the Essential
Oils of Serbian Wild-Growing Artemisia absinthium and Artemisia vulgaris. J Agric Food
Chem. 2006;54(13):4780-4789. doi:10.1021/if0601230.

13.  Furneri PM, Bisignano G. Usage of Hydroxytyrosol for Antimycoplasmal Activity. In: Preedy
VR, Watson RR, eds. Olives and Olive Oil in Health and Disease Prevention. Elsevier;
2010:1283-1288. doi:10.1016/B978-0-12-374420-3.00142-X.

14. Scalbert A. Antimicrobial properties of tannins. Phytochemistry. 1991;30(12):3875-3883.
doi:10.1016/0031-9422(91)83426-L.

15.  Chung K-T, Wong TY, Wei C-I, Huang Y-W, Lin Y. Tannins and Human Health: A Review.
Crit Rev Food Sci Nutr. 1998;38(6):421-464. doi:10.1080/10408699891274273.

16. Keskin D, Toroglu S. Studies on antimicrobial activities of solvent extracts of different
spices. J Environ Biol. 2011;32(2):251-256.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21882663.

SHORT BIOGRAPHY

| Nyoman Jirna
Does research in Microbiology. Current research interest include identification of Aspergillus
species in Tumeric Jamu. https://scholar.google.co.id/citations?user=YzOjKmkAAAAJ&hl=en

THE POTENTIAL OF TRADISIONAL BALINESE SPICES INYOMAN JIRNA




The potential of traditional balinese spices against the growth
of Salmonella sp in vitro

ORIGINALITY REPORT

5. o} A, Os

SIMILARITY INDEX INTERNET SOURCES PUBLICATIONS STUDENT PAPERS

MATCH ALL SOURCES (ONLY SELECTED SOURCE PRINTED)

<1%

* Nehal Salahuddin, Badr Badr, Rehab Abdeen.
"Synthesis and antimicrobial activity of the Schiff
base from polyoxyalkylene-montmorillonite
nanocomposites and aldehydes", Polymer
Composites, 2012

Publication

Exclude quotes On Exclude matches Off

Exclude bibliography On



In vitro Inhibitory Activity of
Ethanolic Fruit Extract from
Averrhoa bilimbi L. against
Streptococcus pyogenes
Bacteria

by B 2

Submission date: 15-May-2021 06:27AM (UTC+0700)
Submission ID: 1586355097

File name: Health_Notions_1_Jan_2019.pdf (248.79K)
Word count: 3039

Character count: 17067



Health Notions, Volume 3 Number | (January 2018) ISSN 2080-4336

http://heanoti.com/index.php/hn

NOTIONS

RESEARCH ARTICLE
URL of this article: http://heanoti com/index.php/hn/article/view/hn30103

In vitro Inhibitory Activity of Ethanolic Fruit Extract from Averrhoa bilimbi L. against
Streptococcus pyogenes Bacteria

Puspita Dewi!, Gusti Ayu Ratih*“*, Burhannuddin?, I Gede Sudar manto*
'Department of Medical Laboratory Technology, Health Polytechnic of Denpasar, Indonesia;
boerhan28@ gmail.com
*Department of Medical Laboratory Technology, Health Polytechnic of Denpzlsnl Postgraduate Program of
Pharmacy, Airlangga University, Indonesia; iga_ratihkurada @yahoo.com (Corresponding Author)
Department of Medical Laboratory Technology, Health Polytechnic of Denpasar, Indonesia
*Department of Medical Laboratory Technology, Health Polytechnic of Denpasar, Indonesia

ABSTRACT

Averrhoa bilimbi L., popularly known as belimbing wuluh, is a common plant used as traditional medicine and
cooking ingredients in Indonesia. Averrhoa bilimbi fruit contains many active substances as antibacterial such as
tannin, formic acid, flavonoids, saponins, pelm]es, and triterpenoids. Streptococcus pyogenes is a pathogenic
bacteria that can cause respiratory infections. This study was carried out to investigate the inhibitory activity of
Averrhoa bilimbi L. fruit extract at various concentrations on the growth of Streprococcus pyogenes. This study
was a true experimental with post test only control design. The inhibitory activity was assessed by the Kirby-
Bauer’s disc diffusion method with four different extract concentrations (20%, 40%, 60%, 80%), 96% EtOH as
negative control, and Amoxicillin antibiotic as positif control. The EtOH extract showed the mean diameter of
inhibition zone of 20% extract was 11.43 mm (strong), 40% extract was 19.13 mm (strong), 60% extract was
24.58 mm (very strong), 80% extract was 30.99 mm (very strong), and the negative control (96% EtOH) was 0.00
mm. Least Significant Difference test showed there were significant different of inhibition zone in each extract
concentrations of Averrhoa bilimbi L. against Streptococcus pyogenes with the strongest inhibitory activity is 80%
extract concentration.

Keywords: Averrhoa bilimbi, Inhibitory activity, Streptococcus pyo genes

INTRODUCTION
Background

Averrhoa bilimbi (Family Oxalidaceae) is popularly known as belimbing wuluh, is a common plant used
as traditional medicine and cooking ingredients in Indonesia. This plant is widespread across Indonesia, Malaysia
and as exotic in Argentina, Australia, Brazil, Colombia, Cuba, Ecuador, Guyana, India, Jamaica, Myanmar,
Philippines, Puerto Rico, Singapore, SriLanka, Surinam, Tanzania, Thailand, Trinidad & Tobago, US, and
Venezuela. Fruit ellipsoid, obovoid or nearly cylindrical, faintly 5-sided, 4-10 c¢cm long, capped by a thin,
starshaped calyx at the stem-end and tipped with 5 hair like floral remnants at the apex. Crispy when unripe, the
fruit turns from bright green to yellowish-green, ivory or nearly white when ripe and falls to the ground. The outer
skin is mssg, very thin, soft, juicy and extremely acid'".

A. bilimbi has been used in the traditional medicine for the treatment of a variety of ailments. Infusions and
acoctions of the leaves are used as an antibacterial, antiscorbutic, astringent, postpartum protective medicine, in
the treatment of fever, inflammation of the rectum, and diabetes'®. Fruit juice is used in the treatment of scurvy,
bilious colic, whooping cough, hypertension, obesity, and diabetes®#~. Several studies have found that A. bilimbi
contains high amount of bioactive compounds. Preliminary phytochemical studies of the fruit extracts using
chemical methods and thin layer chromatography revealed the presence of carbohydrates, proteins, amino acids,
flavonoids, tannins, bitter principles, essential oil, valepotriates, coumarin, and terpenes'("?’. The bark extracts of
A. bilimbi revealed moderate antibacterial activity against some microorganisms and the phytochemical
investigation suggested the presence of flavonoids, saponins and alkaloids®. The leaves and fruit extract of A.

e

13 | Publisher: Humanistic Network for Science and Technology




Health Notions, Volume 3 Number | (January 2019) ISSN 2080-4336

bilimbi also contains a number of flavonoids with the type of luteoin. This compound, together with apigenin is
known to be effective enough to inhibit the growth of several types of bacteria such as Bacillus cereus and Corney
bacterium diphteria®. The fruits are also rich in Vitamin C and oxalic acid®". The previously study also reported
that the content of oxalic acid in Averrhoa species can become a potent source of antioxidant and antimicrobial
against S. aureus"”". The aqueous and chloroform extracts of A. bilimbi’s leaves and fruits (100 mg/ml) showed
a positive antibacterial activity against Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Bacillus cereus,
Salmonella typhi, Citrobacter fdii, Aeromonas hydrophila, Proteus vulgaris, and Kocuria rhizophila™". In
another study, fruits and roots extracts of A. bilimbi were also found to exhibit the positive activity against
Mycobacterium tuberculosis with MIC of 1600 pg/m1"'?. The previously study also reported that EtOH extract of
A. bilimbi fruit inhibits the growth of Streptococcus mutans with the mean diameter of inhibition zone formed at
concentration of 25% was 10.1 mm, 50% was 15.1 mm, 75% was 18.1 mm , and 100% was 20.1 mm""?.

Purpose

The aim of current study was to analysis the inhibitory activity of Averrhoa bilimbi L. fruit extract at
various concentrations on the growth of Streprococcus pyogenes by using in vitro techniques. The concentration
variations used in this study were 20%, 40%, 60%, and 80%. This concentration variation is based on the
preliminary test that has been carried out. Concentration of 20% extract produces a zone of inhibition of 10 mm,
so the concentrations of 20%, 40%, 60% , and 80% are chosen in this study.

METHODS

The inhibitory activity was assessed by the Kirby-Bauer’s disc diffusion method with four different e xtract
concentrations (20%, 40%, %, 80%), 96% EtOH as negative control, and Amoxicillin antibiotic as positif
control. The method of this research used True Experimental. The research design used Posttest Only Control
Group Design''*. Unripe Averrhoa bilimbi L. fruit (green to yellowish green) with a size of 4-5.6 cm were
collected from local area of Denpasar district-Bali, and authenticated by an expert botanist from Udayana
University, Bali. Inhibitory activity was evaluated by measuring inhibition zone diameters. Data analysis began
with the Kolmogorov Smirnov test, then One Way ANOVA test was used to determine the inhibition zone and
LSD (Least Significant Deference) was used to determine the inhibitory zone variation between each
concentration of A. bilimbi fruit EtOH extract. The time of the study began on June 1°' to August 31%, 2018.

RESULTS
Inhibition zone of Averriioa bilimbi L. fruit extract against Streptococcus pyogenes bacteria growth

In this study the inhibitory test of A. bilimbi fruit extracts concentrations of 20%, 40%, 60% and 80% was
carried out on the growth of Streptococcus pvogenes bacteria using 96% EtOH as a negative control and
Amoxicillin 25 pg as a positive control.

Table 1. Zone of inhibition of A. bilimbi fruit extract at various concentrations on the growth of Streprococcus
pyogenes using the Kirby-Bauer’s disc diffusion.

Extract/Control In vitro assays Mean of Inhibition Category
Inhibition Zone + Standard Deviation Zone + Standard
Replication 1 Replication 11 Deviation (mm)
20% 11.7+0.46 11.15+0.10 1142 +0.26 Strong
40% 19.95 006 1830 £0.23 19.12+0.14 Strong
60% 2505+ 006 2410 £0.84 2457042 Very strong
80% 29.10+ 049 3287 +£0.25 3099 +0.30 Very strong
Positive control 3500 +0.0 36.40+0.0 3570+ 0.0 Sensitive

Values represent mean + standard deviation,n=4.

The mean diameter of negative controls showed there was none inhibitory activity of Srreprococcus
pyogenes bacteria growth. The result of the largest inhibition zone was produced by 80% extract concentration
which was equal to 30.99 mm, while the smallest diameter was obtained from 20% extract concentration which
was 11.43 mm. The results of minimum inhibitory zone diameter and its inhibitory category are presented in Table
1. The inhibitory activity of A. bilimbi fruit extracts at concentration of 20% and 40% was categorized as strong
inhibition because it has a diameter of inhibition zone 10-20 mm. While the inhibition of A. bilimbi fruit extracts
at concentration of 60% and 80% was categorized as very strong with diameter of the inhibition zone >20 mm.
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Inhibition Zone of Streptococcus pyogenes at Various
Concentrations A. bilimbi Fruit Extract
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Figure 1. Inhibition Zone Differences of Averrhoa bilimbi L. fruit extract at various concentrations

Figure 2. Diameter of inhibition zone at concentration of 20%, 40%, 60%, and 80% of A. bilimbi fruit extracts

Data analysis of differences inhibitory activity of Averrhoa bilimbi L. fruit extract

The Kolmogrov Smirnov test results obtained p-value was 0476 (>0 .05), than the p-value of One Way
Anova test was 0.000 (<0.05). The results shown there was a differences inhibition zone of Streptococcus
pyogenes bacteria growth at various concentrations of A. bilimbi fruitextract. The differences of inhibitory activity
from various concentrations was analyzed by LSD test. The LSD test showed that p-value was 0.000 (p<a), there
were significant differences between each of the extracts concentration.

DISCUSSION

The inhibitory test was conducted to determine the antibacterial potential of Averrhoa bilimbi L. against
Streptococcus pyogenes bacteria. A. bilimbi fruit extract was obtained through maceration method using 96%
EtOH, the extract obtained then tested for its inhibitory avtivity at various concentrations with the Kirby-Bauer
diffusion method. Based on the results of the observation, all the concentrations of the ethanol extract ofA. bilimbi
fruit have inhibition on the growth of Streptococcus pyogenes bacteria. Inhibition can be seen from the clear zones
that formed around the disk containing A. bilimbi fruit extract. In this method, the extract on the disk will diffuse
and the active substances contained in it will inhibit bacterial growth. The wider the clear zone formed shows the
greater inhibitory activity. In this study, 96% ethanol was used as a negative control to determine whether there
is an effect of ethanol on the growth of Streptococcus pyogenes bacteria which is also used as a solvent in the
extraction process. The mean diameter of negative controls showed there is no inhibitory activity of Streptococcus
aogenes bacteria growth with a measured value of 0.00 mm. The same thing was also obtained from the study
cthanol extract and decoction of Myrmecodia sp.on Escherichia coli Bacteria''>,

In this study, the positive controls used Amoxicillin antibiotic discs as work controls. Amoxicillin is a
broad-spectrum antibiotic that is widely used to treat human and animal diseases, which is irﬂlded in the class
of penicillin (B-lactam antibiotics). This antibiotic has been proven effective against various types of infections
caused by gram-positive and gram-negative bacteria and used to treat and prevent respiratory, gastrointestinal,
urinary and skin bacterial infections due to its pharmacological and pharmacokinetic properties''®’. The mean
diameter of the inhibition zone from Amoxicillin antibiotic discs was 35.70 mm. These results are according to
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CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), where Amoxicillin belongs to the sensitive category. It is
indicated the bacterial isolates used and the procedures carried out in this study are confirmed with testing
standards for inhibiting antibacterial substances!'”. This study also shows that Amoxicillin is still effective against
Streptococcus pyogenes bacteria, with a minimum inhibition zone diameter of > 24 mm™,

The results of this study shows that the fruit extracts of A. bilimbi at various concentrations were able to
inhibit the growth of Streptococcus pyogenes which was characterized by the formation of clear zones around the
discs. Inhibition activity is divided into four categories: inhibiting weak (<5 mm), medium (5-10 mm), strong (10-
20 mm), and very strong (> 20 mm)"'®). The concentration of 20% (1143 mm) and 40% (19.13 mm) have a strong
inhibitory activity; 60% (24.58 mm) and 80% (30.99 mm) have very strong inhibitory activity. This study also
shows that different diameter inhibition zones are formed for each concentrations. It might be caused A. bilimbi
fruit contains various active compounds as antimicrobial properties such as flavonoids, alkaloids, tannins, and
saponins; and antioxidant agent such as oxalic acid""'”. Oxalic acid also reported effective in reducing initial
populations and controlling growth of spoilage bacteria on raw chicken breasts®”.The previously study also
reported that the content of oxalic acid in Averrhoa species can become a potent source of antioxidant agent and
antimicrobial against §. aureus!""". The presence of the inhibition zone in this study indicates that extracts from
unripe fruits contains of bioactive compounds that might be contribute to the antimicrobial properties of the fruits.
The previously study reported the extracts from A. bilimbi unripe fruits are more effective against against
Salmonella spp". This ﬂsimilau’ to the result of the present study where the microbiological stability of some
fruits and vegetables can be attributed in part to the presence of oxalic acid. The antibacterial effect of oxalic acid
is attributed to a reduction in the extracellular pH and cellular uptake of the undissociated form ()m acid. This
uptake results in intracellular pH imbalance and subsequent death of the bacteria cell®, Figure | shows that the
higher the concentration, the bil()ry zone formed becomes wider. The similar result was reported in the study
of the inhibitory activity of Binahong Leaf (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis extract against Streptococcus
pyogenes®?. Factors that can influence the differences of inhibition zone are media thickness and concentration
of active substance in the extract'>*.

CONCLUSION

Based on the results of the resecarch, it can be concluded that Unripe A. bilimbi fruit extract at various
concentrations were able to inhibit the growth of Streptococcus pyogenes. The mean diameter of the largest
inhibition zone was produced by 80% extract concentration with very strong inhibition category, while the
smallest diameter was produced by 20% extract concentration with strong inhibition category. That might be
caused A. bilimbi fruit contains various active compounds as antimicrobial properties and antioxidant agent,
especially the presence of oxalic acid. There was a significant differences between the inhibition zones of the
growth of Streptococcus pyogenes bacteria at the various concentrations of 20%, 40%, 60%, and 80%.
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Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi gen penyandi
protein transport sebagai kandidat vaksin subunit terhadap E. coli penyebab diare
wisatawan. Pengambilan sampel feses dilakukan di Ubud Care Clinic pada wisatawan
yang melakukan pemeriksaan diare. Sampel dikultur pada media Eosin Metilen Biue,
koloni tersangka kemudian diuji biokimia untuk mengkonfirmasi jenis bakteri yang
ditemukan. Isolat positif E.coli selanjutnya disubkultur pada media Nutrient Broth,
kemudian DNA E.coli diisolasi dengan GeneJET Genomic DNA Purification Kit. DNA
hasil isolasi selanjutnya digunakan sebagai femplate reaksi PCR menggunakan
pasangan primer yang mengenali gen aidA penyandi protein transport pada E.coli .
Berdasarkan hasil kultur pada media EMB dan hasil uji biokimia pada media TSIA,
SIM, Simon Citrat dan uji gula-gula didapatkan sebanyak 20 (59 %) dari 34 sampel
feses penderita diare wisatawan positif bakteri E. cofi DNA dari 20 isolat E.coli
berhasil diisolasi dengan ukuran sekitar 12000-13000 bp. Hasil PCR dari 20 sampel
DNA bakteri E. coli terdapat 5 sampel positif mengandung gen aidA yang ditunjukkan
dengan adanya pita DNA tunggal dengan ukuran sekitar 585 bp. Keberadaan gen
aidA yang menyandi protein transport menunjukkan sifat patogenitas, yang
membedakan antara E.coli pathogen dengan E.coli non-patogen

Kata kunci: Diare Wisatawan, E.coli, Gen Protein Transport

a Abstract

is study aims to isolate and determine the characteristics of the transport protein-
coding gene for E.coli bacteria that cause traveler's diarrhea. Stool sampling was
performed at the Ubud Care Clinic for tourists who checked diarrhea. Samples were
cultured on Eosin Methylene Blue media. Suspect colonies on EMB media were
tested biochemically to confirm the type of bacteria found. EBbli positive isolates were
then subcultured on Nutrient Broth media, then bacterial DNA was isolated with the
GeneJET Genomic DNA Purification Kit. The isolated DNA was then used as a PCR
reaction template using a pair of primers that recognized the ai-dA gene of E. coli.
Based on the culture results on the media Eosin Methylene Blue (EMB) and the
results of biochemical tests on TSIA, SIM, Simon Citrate media and sugar tests were
obtained as many as 20 (59%) from 34 stool samples of diarrhea patients positive E.
coli bacteria

Keywords: Traveler's diarrhea, E. coli, Protein Transport Gene
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PENDAHULUAN

Diare wisatawan terus menjadi
masalah kesehatan yang paling sering
dialami oleh wisatawan yang mengunjungi
negara-negara berkembang terutama
negara dengan kondisi sanitasi yang
buruk (Olson et al., 2019; Steffen, 2017).
Diare wisatawan ditandai dengan kondisi
tinja yang tidak berbentuk sebanyak tiga
kali atau lebih per hari, yang disertai
dengan satu atau lebih gejala enterik
seperti sakit perut atau kram. Gejala
tersebut dialami oleh seseorang setelah
kedatangan pada suatu wilayah dengan
tujuan perjalanan wisata (Connor, 2019).
Diare wisatawan me-nyebabkan
morbiditas yang signifikan seperti adanya
gejala sisa, hilangnya waktu per-jalanan,
dan berkurangnya pendapatan bagi
pelaku wisata pada negara yang dikun-
jungi (Riddle et al., 2017).

Prevalensi diare wisatawan
dilaporkan berkisar dari 30% hingga 70%,
tergantung pada tujuan dan musim
perjalanan yang dilakukan. Sekitar 25%
wisatawan mengem-bangkan diare dalam
2 minggu pertama di luar negeri, dengan
tingkat tertinggi terjadi ketika melakukan
perjalanan ke Afrika dan Asia Selatan,
Tengah dan Barat (Pitzurra et al., 2010).
Diare wisatawan dapat terjadi segera
setelah kembali dan dapat dibedakan
menjadi dua kategori, yaitu akut dan
persisten. Tipe akut sebagian besar
disebabkan oleh bakteri dan virus
patogen, biasanya ringan dan dapat
sembuh tanpa pengobatan. Sedangkan
tipe persisten umumnya oleh infeksi
parasit seperti Giardia dan Entamoe-ba
(Saussure, 2009). Praktik kebersihan
yang buruk di restoran lokal kemungkinan
merupakan kontributor terbesar terhadap
risiko terjadinya diare wisatawan (Connor,
2019)

Tingkat kejadian diare wisatawan
khususnya di Indonesia belum banyak
dipub-likasikan. Hasil survey suatu studi
melaporkan angka kejadian diare pada
wisatawan yang mengunjungi rumah sakit
di Bali adalah 5% dari 2429 kasus diare.
Masih ada kemungkinan insiden diare
wisatawan meningkat jika survei dilakukan
di semua klinik di Bali. Tingginya angka
diare wisatawan dapat mempengaruhi
jumlah kunjungan wisatawan internasional

dan secara tidak langsung mempengaruhi
perekonomian  masyarakat setempat,
terutama yang menggunakan bidang
pariwisata sebagai salah satu sumber
pendapatan (Ani, Suwiyoga, 2016).

Terdapat berbagai faktor yang
memengaruhi kejadian diare wisatawan
antara lain faktor lingkungan, host, dan
agen penyebab. Kondisi lingkungan
EElutama hotel dan restoran, khususnya di
Bali sebagai daerah tujuan utama wisata
di Indonesia dilaporkan bersih tetapi untuk
beberapa tempat masih belum memenuhi
syarat kesehatan. Wisatawan juga
cenderung mengonsumsi makanan
daerah vyang tidak higienis sehingga
beresiko mendapatkan infeksi bakteri.
Faktor host juga memengaruhi kejadian
diare wisatawan seperti usia, kebiasaan
makan dan minum, sosial ekonomi,
negara asal, daerah yang dikunjungi,
riwayat profilaksis atau persiapan lain
sebelum kunjungan (Ani, Suwiyoga,
2016).

Agen penyebab diare wisatawan
terutama adalah bakteri, virus, dan parasit
(Steffen et al., 2015). Bakteri menjadi
penyebab utama diare wisatawan dengan
angka kejadian mencapai 80%,
sedangkan virus menyebabkan kira-kira
5% hingga 10% kasus. Statistik ini
bervariasi sesuai dengan lokasi geografis,
dapat naik mencapai 60% kasus jika
terjadi infeksi campuran (Steffen, 2018).

Bakteri E.coli merupakan penyebab
utama diare endemik dan epidemik di
dunia. Secara genetik, bakteri E. coli
bervariasi dan dapat menginfeksi jutaan
orang tiap tahunnya (Tang & Saier, 2014).
E. coli dilaporkan sebagai enteropathogen
yang paling banyak diisolasi dari sampel
feses penderita diare wisatawan (54,1%)
di Denpasar, lebih tinggi dibandingkan
jenis bakteri enterik lainnya seperti
Enterobacter, Klebsiella pneumonia, dan
Shigella sp. Berdasarkan type diare yang
dialami wisatawan, diduga diare
fipatawan tersebut disebabkan oleh
Enterotoxigenic E. coli (ETEC) dan
Enteroaggregative E. coli (EAEC). Kedua
strain E.coli tersebut diketahui memiliki
onset cepat mulai dari 8-48 jam (Masyeni
etal, 2017).

ETEC) dan EAEC merupakan
penyebab utama diare wisatawan yang
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secara signifikan berkontribusi juga pada
mortalitas bayi (Tang & Saier, 2014).
Bakteri ini dapat mengkontaminasi
makanan dan menyebabkan diare pada
wisatawan. Hasil penelitian lain
menunjukkan dari 40% sampel positif
E.coli pada penjamah makanan,
sebanyak 31,4% merupakan subtipe
EAEC; 5,7% subtipe ETEC; dan 3%
memiliki kedua gen vyaitu ETEC dan
EAEC. Pen-amah makanan dapat
bertindak sebagai carrier berbagai
penyakit infeksi seperti diare (Gitaswari &
Budayanti, 2019). Selain dua strain
tersebut, tipe E.coli Enteropathogenic
(EPEC), Enterohaemorrhagic (EHEC),
Enteroinvasive (EIEC), dan Diffusely
Adherent (DAEC) juga dapat
menyebabkan diare (Tang & Saier, 2014).
Patogenesis dari berbagai strain
E.coli dipengaruhi oleh faktor virulensi
seperti adhesi, injeksi protein pada sel
host, mekanisme signaling, dan kolonisasi
yang mengganggu respon  imun,
kerusakan membran sel dan manipulasi
sitoskeleton. Selama tahap injeksi, E.coli
mensekresikan molekul efektor pada sel
host yang menggunakan satu atau lebih
system sekresi protein dengan tujuan
menghindari system imun atau mengubah
jalur signal sel (Tang & Saier, 2014).
Pemberian vaksin merupakan salah
satu cara untuk mencegah diare yang
diakibatkan infeksi bakteri E.coli, namum
vaksin protektif yang luas terhadap E. coli
patogen saat ini belum tersedia. E. coli
diketahui memiliki sifat yang kompleks
dan terus berkembang dari isolat non-
virulen menjadi strain yang sangat
patogen (Nesta & Pizza, 2018). Adanya
peningkatan patogenitas, virulensi, dan
resistensi terhadap multi-obat
meningkatkan perhatian terhadap
perawatan kesehatan dan membutuhkan
upaya terus menerus dalam pengawasan
epidemiologis dan pemantauan penyakit.
Pengetahuan yang berkembang
tentang mekanisme patogenesis E. coli
dan respon imun yang dimediasi setelah
infeksi atau vaksinasi, bersama dengan
kemajuan dalam teknologi "omics",
membuka perspektif baru terhadap desain
dan pengembangan vaksin E. coli yang
efektif dan inovatif. Pengembangan vaksin
alternatif terhadap E. coli penyebab diare

perlu terus diupayakan dengan
memperhatikan  pathogenesis  infeksi
sehingga bisa menghasilkan proteksi yang
lebih baik dengan efek samping yang
kecil.

Sejumlah protein transport telah
diketahui berperan dalam patogenesis
diare sehingga pemahaman tentang
ekspresi, lokasi, dan regulasi protein
setelah infeksi penting untuk mendesain
terapi (Das et al., 2018). Salah satu jenis
protein transport yang berperan dalam
patogenesis E. coli adalah protein
adhesin. Protein ini berperan memediasi
penempelan bakteri E. coli pada sel host
dan merupakan salah satu mekanisme
penting dalam proses infeksi. Protein
adhesin merupakan faktor virulensi yang
signifikan berperan dalam kolonisasi
bakteri pada usus dan pembentukan
biofilm. Protein adhesin dikode oleh gen
aidA yang terdapat pada genom bakteri
E.coli patogen. Gen aidA pertama kali
diidentifikasi dan dikarakterisasi dari
bakteri E.coli  penyebab diare pada
neonatal (Ravi, 2006).

Identifikasi gen aidA dapat dilakukan
dari strain bakteri E. coli penyebab diare
dari berbagai serotype. Gen kemudian
dapat diisolasi dan dikloning
menggunakan plasmid untuk dapat
diekspresikan menjadi protein adhesin.
Saat ini, berbagai macam protein yang
dihasilkan oleh bakteri dapat dijadikan
protein rekombinan dan dikembangkan
sebagai kandidat vaksin sub unit. Pada
penelitian ini, gen aidA yang merupakan
penyandi protein adhesin diidentifikasi dan
diisolasi dengan teknik Polymerase Chain
Reaction (PCR). Penelitian ini merupakan
tahap awal untuk pengembangan protein
adhesin sebagai vaksin subunit terhadap
E.coli khususnya penyebab diare
wisatawan. Penelitian tentang
penggunaan protein adhesin sebagai
kandidat vaksin E. coli khususnya di
Indonesia belum banyak dilakukan.
Penelitian ini diharapkan membuka
peluang penemuan vaksin alternatif
terhadap infeksi E.coli pathogen yang
berbasis protein rekombinan.
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EZETODE
Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan
adalah penelitian  deskriptif dengan
mengidentifikasi bakteri E.coli penyebab
diare wisatawan menggunakan metode
konvensional dan molekuler berdasarkan
keberadaan gen aidA pengkode protein
transport.
Waktu dan tempat

Penelitan dilakukan dari bulan
September 2019 - November 2019.
Pengambilan sampel feses dilakukan di
Ubud Care Clinic, Ubud, Gianyar pada
wisatawan yang melakukan pemeriksaan
diare. IdentifigEsi bakteri E.coli dari
sampel feses dilakukan di Laboratorium
Bakteriologi Jurusan Teknologi
Laboratorium Medis Poltekkes Kemenkes
Denpasar. Isolasi DNA dan identifikeff)
gen aida dengan teknik PCR dilakukan di
Laboratorium Biologi Molekuler Fakultas
Kedokteran dan llmu Kesehatan
Universitas Warmadewa.

Sampel Penelitian

Penelitian ini menggunakan sampel
feses yang diperoleh dari 34 wisatawan
yang melakukan pemeriksaan diare di
Ubud Care Clinic, Gianyar.

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu biosafety cabinet
(Biobase), inkubator (T01892-Esco),
mesin PCR (Biometra), alat elektroforesis
(Biometra), alat pembacaan UV Solo
(Sientra BD), magnetic dan stirrer (Jisico),
autociave  (SX-500, TOMY), oven
(wagtech), micropipet  50-500 ul
(Socorec), neraca analitik (Radwag),
vortex, dan water bath.

Bahan-bahan yang digunakan yaitu
media NB (Oxoid), tabung eppendorf,
pasangan primer spesifik Aidal- F
ACAGTATCATATGGAGCCA dan Aidal-
R TGTGCGCCAGAACTATTA, buffer
TAE, proteinase K, RNAse A solution,
etanol 50%, bubuk agarosa, GenJet
Genomic DNA Purification Kit (Thermo
scientific), loading dye, PCR Mix, dan
ddH:0.

Prosedur Kerja

Sampel feses dikoleksi dari 34
wisatawan yang melakukan pemeriksaan
diare di Ubud Care Clinic, Gianyar.
Sampel dikultur pada media selektif Bfgin
Metilen Blue (EMB) yang dinkubasi pada
suhu 37 oC selama 24 jam. Koloni
tersangka E.coli pada media EMB
dikonfirmasi dengan uji biokimia pada
media TSIA, SIM, simon citrat, dan gula-
gula dengan E.coli ATCC 25922 sebagai
standar kuman. Koloni yang teridentifikasi
E.coli dikultur pada media Nutrien Broth
pada suhu inkubasi 370 C selama 24 jam.
DNA E.coli diisolasi dari hasil kultur pada
media Nutrien Broth dengan GeneJET
Genomic DNA Purification Kit.

DNA E.coli hasil isolasi digunakan
sebagai template untuk reaksi PCR
dengan menggunakan pasangan primer
gen Aida, yaitu Forward-
ACAGTATCATATGGAGCCA dan Revers-
TGTGCGCCAGAACTATTA. Reaksi PCR
giakukan dengan mencampur-kan 25 ul
PCR Mix, 2 pl primer Forward, 2 ul primer
Revers, 5 pl DNA Template, dan 16 pl
nuclease free water. Campuran reaksi
kemudian dimasukkan ke dalam mesin
PCR thermo cycler dengan suhu
Predenaturasi (94°C,15 menit),
Denaturasi (94 °C, 45 s), Anealing (57
°C, 30), Ekstensi (72 °C, 45 s), P@®
ekstensi ( 72 °C, 10 menit) dengan 35
Siklus. Hasil PCR dielektroforesis
menggunakan gel agarose 1.5 % selama
45 menit, kemudian pita DNA dibaca
menggunakan UV gel documentation

Metode Pengumpulan Data

Data dikumpulkan melalui
pemeriksaan laboratorium terhadap
sampel, hasil isolasi bakteri E.coli dengan
metode kultur, isolasi DNA total dengan
GeneJet Genomic DNA Furification Kit,
dan isolasi gen aidA dengan teknik PCR.
Analisis Data

Analisis data yang digunakan dalam
penelitian ini adalah analisis deskriptif,
dengan menggambarkan dan
mengkarakterisasi gen pengkode protein
transport yang diisolasi dari bakteri E.coli
penyebab diare wisatawan
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HASIL DAN PEMBAHASAN
HASIL PENELITIAN
Isolasi Bakteri E.coli dari Penderita
Diare Wisatawan

Berdasarkan hasil kultur pada media
Eosin Metilen Blue (EMB) dan hasil uiji

biokimia pada media TSIA, SIM, Simon
Citrat dan uji gula-gula didapatkan
sebanyak 20 (59 %) dari 34 sampel feses
penderita diare wisatawan positif bakteri
E.coli (Tabel 1).

Tabel 1. Hasil Pemeriksaan Bakteri E.coli dari sampel feses penderita diare

No Hasil Pemeriksaan Jumlah Sampel %
1 Positif Escherichia coli 20 59
2 Negatif Escherichia coli 14 4
TOTAL 34 100
Bakteri E.coli pada media Eosin di tengah koloni. Hasil subkultur b@ggri
Metilen Blue memilki ciri khas vyaitu E.coli pada media EMB ditunjukkan pada
berwarma hijau Metalik dengan gambar di bawabh ini (Gambar 1).

permukaan rata dan terdapat bintik hitam

7

Gambar 1. Hasil isolas

Hasil Isolasi DNA Bakteri Escherichia
coli

Isolat bakteri E.coli yang didapatkan
sesuai hasil pemeriksaan di atas
selanjutnya digunakan sebagai sumber
untuk mengisolasi DNA bakteri E.coli.
Masing-masing isolat diremajakan pada
media Nutrient Broth selama 24 jam

M

81 52 83 54 85 58

i Bakteri E.coli pada media EMB

59 S10

kemudian DNA bakteri diisolasi dengan
GeneJET Genomic DNA Purification Kit.
DNA dari 20 sampel E.coli penyebab diare
wisatawan berhasil diisolasi dengan
ukuran pita DNA sekitar 12.000-13.000
bp. Hasil isolasi DNA ditunjukkan pada
Gambar 2 di bawah ini :

7
S11 5§12 S13 514 515 S16

s17

Gambar 2 Hasil isolasi DNA dari isolat bakteri Escherichia coli
Ket : M (Marker 100 bp), S1-S20 (Sampel 1-20)
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Hasil Amplifikasi Gen Pengkode
Protein Tranport E.coli dengan Teknik
PCR

Reaksi PCR dalam penelitian ini
menggunakan pasangan primer Forward-
ACAGTATCATATGGAGCCA dan Revers-
TGTGCGCCAGAACTATTA yang spesifik
mengenali gen aidA pengkode protein
adhesin pada bakteri E.coli Hasil PCR

menunjukkan 5 dari 20 sampel DNA E.coli
penyebab diare wisatawan memiliki gen
aidA pengkode protein adhesin dengan
ukuran pita DNA sekitar 585 bp. Hasil
PCR dari masing-masing sampel DNA E.
coli penyebab diare wisatawan
ditunjukkan pada Gambar 3 di bawah ini :

Gambar 3. Hasil PCR gen aidA pada bakteri E. coli penyebab diare wisatawan
Ket : M (Marker 100 bp), S1-520 (Sampel 1-20)

PEMBAHASAN

E. coli penyebab diare wisatawan
pada penelitian ini diisolasi pada media
EMB. Media EMB merupakan media
selekitif dan diferensial untuk
menumbuhkan bakteri E. coli. Pada media
ini, bakteri E. coli memfermentasi laktosa
dan memproduksi asam. Suasana asam
pada media menyebabkan indikator warna
asam bekerja dan mengubah warna
media menjadi kehijauan (Gambar 1).
EE)B secara selektif menumbuhkan
bakteri enterikk gram negatif dan

menghambat pertumbuhan bakteri gram
positif termasuk pertumbuhan yeast.
Media ini mengandung =zat pewarna
metilen blue yang bersifat toksik pada
mikroorganisme tersebut kecuali pada
kelompok bakteri enterik. Bakteri E. coli
pada media ini menunjukkan warna koloni
yang khas yaitu hijau metalik (Antony et
al., 2016). Ciri ini membedakan E. coli
dengan bakteri enterik lain yang tumbuh
pada media EMB.
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Koloni yang berwarna hijau metalik
kemudian diuji biokimia untuk
mengkonfirmasi hasil pemeriksaan yang
didapatkan. Berdasarkan hasil uji biokimia
yang telah dilakukan, koloni-koloni
tersebut  menunjukkan  hasil  yaitu
memfermentasi ketiga gula pada media
TSIA, motilitas positif, indol positif, uji
pada media gula-gula (glukosa, laktosa,
sukrosa, manitol, maltosa) positif, dan
negatif pada uji sitrat. Hasil uji biokimia ini
sesuai dengan karakteristik biokimiawi
bakteri E. coli (Lupindu, 2017; Hidayati et
al. 2016)

Bakteri E. coli merupakan jenis bakteri
yang menjadi penyebab umum kejadian
diare. Penelitian oleh Masyeni et al
(2017) mendapatkan sebanyak 54,1 %
kasus diare wisatawan di Denpasar
disebabkan oleh E. coli. Hasil yang tidak
jauh berbeda didapatkan pada penelitian
ini, yaitu sebanyak 59 % kejadian diare
wisatawan di wilayah Ubud disebabkan
oleh E.coli. Penelitian lain oleh Ericsson et
al. (2007) menunjukkan E.coli merupakan
enteropatogen yang paling sering
diidentifikasi dalam kultur tinja sebelum
pengobatan pada kasus diare wiatawan.
Enterotoxigenic E.coli diidentifikasi pada
109 (36%) dari 306 sampel yang diuji, dan
enteroaggregative E.coli , terdeteksi
dalam 50 (16%) dari 306 sampel. Vila et
al,, (2001) sebelumnya telah melaporkan
isolat Enteroaggregative E.coli sebagai
penyebab diare perjalanan pada 50 (9%)
dari 517 pasien dan menunjukkan adanya
peningkatan resistensi terhadap
guinolone.

Bakteri E.coli penyebab diare
wisatawan dalam penelitian ini merupakan
jenis E.coli patogen yang dapat dibedakan
dengan E.coli tipe komensal berdasarkan
faktor virulensi yang dimiliki. Jenis E.coli
patogen memiliki daya tahan dan berbagai
faktor virulensi yang meningkatkan
patogenitasnya sehingga dapat
menimbulkan diare pada wisatawan.
Menurut Gebisa et al. (2019) beberapa
strain E.coli patogen menyebabkan
penyakit diare dan dikategorikan ke dalam
kelompok spesifik berdasarkan sifat viru-
lensi, mekanisme patogenisitas, sindrom
klinis, dan serogrup O:H yang berbeda.
Beberapa faktor virulensi paling penting
dari E.coli antara lain yaitu resistensi

terhadap asam; keberadaan berbagai tipe
protein adhesi seperti fimbriae, fibrillae,
curli . dan protein membran luar;
penggunaan sistem sekresi tipe Il untuk
mengubah jalur pensinyalan sel dengan
menyuntikkan protein yang virulen ke
dalam sitoplasma sel inang seperti protein
alkaline phosphatase yang dikodekan oleh
gen Pho dan berbagai jenis toksin yang
meningkatakan virulensi E.coli di dalam

sel inang.
Selain faktor adanya virulensi E.coli
yang meningkatkan kerentanan

wisatawan terhadap diare, berbagai faktor
lain dapat menyebabkan terjadinya diare
wisatawan. Bakteri E.coli merupakan
indikator sanitasi lingkungan yang dapat
mengkontaminasi air, makanan, atau
minuman. Wisatawan dapat mengalami
intoleransi makanan atau malabsorpsi
karena kebersihan makanan atau
minuman yang tidak memadai (Wahyuni
et al, 2019). Faktor risiko lain yang
menjadi penyebab diare perjalanan pada
wisatawan asing di Bali meliputi usia
wisatawan, lama tinggal, dan perilaku
mencuci tangan (Ani, Suwiyoga, 2016).
Diare wisatawan biasanya terjadi di
daerah dengan keadaan sanitasi dan
higienitas masih kurang (Steffen, 2017).
Wahyuni et al. (2019) dalam penelitiannya
melaporkan konsumsi makanan jalanan
dan makanan tradisional hasil olahan
daging babi ditemukan terkait dengan
kejadian diare pada wisatawan asing saat
berkunjung ke Bali. Menurut Bauch and
DuPon (2011) faktor genetik juga dapat
memengaruhi  kerentanan  wisatawan
terhadap diare. Individu dapat mengalami
variasi kerentanan karena predisposisi
genetik yang muncul akibat adanya
polimorfisme nukleotida tunggal. Variasi
ini  mengakibatkan perbedaan dalam
regulasi  ekspresi protein  penanda
inflamasi yang terkait diare .

DNA E. coli diisolasi sebagai template
untuk reaksi PCR gen aidA pengkode
protein transport E.coli . DNA bakteri
E.coli berhasil diisolasi yang ditunjukkan
dengan adanya pita DNA tunggal pada
hasil pembacaan elektroforesis gel
agarosa pada Uvdoc (Gambar 2).
Elektroforesis gel agarosa berperan
sebagai sirkuit elektrik untuk memisahkan
fragmen-fragmen  DNA  berdasarkan
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jumlah nukleotida penyusunnya. Semakin
kecil ukuran pasang basa nukleotidanya,
akan semakin mudah bermigrasi dan
berada di bagian gel yang dekat dengan
anoda (Radji et al., 2010). DNA pada gel
agarosa akan berpendar saat disinari
dengan cahaya UV karena pada gel
terdapat staining gel. Senyawa ini akan
berinterkalasi diantara struktur molekul
asam nukleat dan  menyebabkan
timbulnya pendaran berupa pita DNA saat
disinari UV. Setelah dibandingkan dengan
marker, band yang muncul memiliki
genom DNA berukuran lebih dari 10.000
bp yakni berkisar antara 12.000-13.000bp.

Isolasi DNA  dengan  prosedur
menggunakan GenJet Genomic DNA
Purification Kit dalam penelitian ini
menunjukkan kualitas hasil yang cukup
baik. Prosedur ekstraksi yang dikerjakan
relatif lebih sederhana dan cepat
dibandingkan prosedur ekstraksi standar.
Pita DNA yang didapatkan berupa pita
tunggal, tampak tebal dan jelas, serta
tidak tampak smear yang menandakan
rendahnya kontaminasi baik oleh RNA
maupun protein. Kemurnian DNA yang
akan digunakan sebagai ftemplate sangat
penting untuk meningkatkan efisiensi saat
reaksi PCR. Ammazzalorso et al. (2015)
dengan kit ekstraksi DNA yang sama
mendapatkan kualitas DNA paling tinggi

dan hasii PCR vyang konsisten
dibandingkan esktraksi DNA
menggunakan prosedur standar.

Ravintheran et al. (2019) menggunakan
prosedur ekstraksi yang sama untuk
mengisolasi genom bakteri Sphingomonas
paucimobilis untuk tujuan sekuensing.
Sedangkan Juhas and Ajioka (2016)
menggunakan  prosedur ini  untuk
mendapatkan genom Bacillus subtilis
untuk tujuan rekayasa genetika.

Reaksi PCR dalam penelitian ini
menggunakan pasangan primer Forward
ACAGTATCATATGGAGCCA dan Revers-
TGTGCGCCAGAACTATTA yang spesifik
mengenali gen aidA pengkode protein
adhesin pada bakteri E.coli Hasil PCR
menunjukkan 5 dari 20 sampel E.coli
penyebab diare wisatawan memiliki gen
aidA pengkode protein adhesin dengan
ukuran pita DNA sekitar 585 bp (Gambar
3).

Keberadaan gen aidA pengkode
protein transport pada sampel tersebut
menun-jukkan sifat patogenitas, yang
membedakan antara E.coli patogen
dengan E.coli non-patogen. Pada E.coli
patogen memiliki system sekresi yang
akan melepaskan protein ke permukaan
sel atau menginjeksikan suatu protein
efektor ke dalam sel inang (Tang & Saier,
2014). Beberapa strain E.coli  EZhh
dikarakterisasi sebagai agen etiologi diare
baik pada anak-anak ffhaupun orang
dewasa, antara lain Enteropathogenic
E.coli (EPEC), Verocytdfkigenic E.coli
(VTEC), Enterotoxigenic E.coli (ETEC),
Enteroaggre-gative  E.coli (EAEC),
Enteroinvasive  E.coli (EIEC) dan
Diffusely Adherent E.coli (DAEC) (Zhang
et al., 2016).

Pasangan primer yang digunakan
dalam reaksi PCR ini memiliki sekuen
yang spesifik terhadap gen aidA
pengkode protein adhesin E.coli . Gen
aidA secara alami ditemukan pada strain
Enteroaggregative  E.coli (EAEC)
0126:H127 yang menyebab-kan penyakit
diare pada anak (Sherlock et al., 2004).
Strain Enteroaggregative E.coli (EAEC)
saat ini diketahui menjadi penyebab diare
persisten pada anak, diare pada
wisatawan, dan diare terkait penyakit
AIDS di negara berkembang dan industri
(Zhang et al., 20186).

Protein aidA merupakan salah satu
type protein adhesin yang berperan dalam
penempelan bakteri E.coli pada
permukaan sel manusia. Protein aidA
termasuk jenis auto-transporter protein
yang terkait dengan faktor virulensi E.coli .
Protein ini memuat semua informasi yang
diperlukan untuk proses transfer molekul
dalam sistem mem-bran bakteri (Sherlock
et al.,, 2004). Protein ini juga digunakan
untuk tampilan per-mukaan enzim,
sebagai inhibitor enzim, antigen yang
potensial untuk perkembangan vaksin,
dan berbagai aplikasi lainnya (Gustavsson
etal., 2011).

Pada penelitian ini gen aidA berhasil
diisolasi dari DNA E.coli penyebab diare
wisatawan dengan ukuran pita DNA
sekitar 585 bp. Gen aidA pada penelitian-
penelitian sebelumnya berhasil
diidentifikasi pada E.coli penyebab diare
pada ternak. Ravi, (2006) dalam
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penelitiannya berhasil mengisolasi gen
aidA dari E.coli penyebab diare pada babi
dengan ukuran DNA sesuai dengan hasil
penelitian ini. Kanengoni et al. (2017)
juga menemukan strain E.coli penyebab
diare pada babi yang positif mengandung
gen aidA berdasarkan hasil PCR dengan
ukuran 585 bp. Torres et al. (2005)
melaporkan bahwa protein aidA berperan
sebagai faktor adhesi E.coli pada
permukaan sel HeLa manusia. Hal ini
menunjukkan bahwa gen aidA bersifat
virulen dan mengekspresikan protein yang
terkait dengan pathogenesis E.coli
penyebab diare balk pada manusia
maupun hewan ternak.

Berdasarkan hasil PCR dalam
penelitian ini, terdapat 5 sampel yang
mengindikasikan adanya strain E.coli
patogen penyebab diare wisatawan di
wilayah Ubud. Sampel E.coli dengan
hasil negatif dapat berasal dari strain
E.coli pathogen lainnya yang juga mampu
menimbulkan diare pada wisatawan.
Identifikasi lebih lanjut ter-hadap sampel-
sampel tersebut perlu dilakukan dengan
menggunakan primer yang secara spesifik
mengenali strain-strain E.coli pathogen
penyebab diare wisatawan

SIMPULAN
Kesimpulan

Sebanyak 20 (59 %) dari 34
penderita diare wisatawan di wilayah
Ubud disebabkan oleh bakteri E.coli .
DNA E.coli penyebab diare wisatawan
berhasil diisolasi dengan ukuran pita DNA
12000-13000 bp. Hasil pemeriksaan
dengan PCR didapatkan 5 isolat E.coli
memiliki gen aidA pengkode protein
transport dengan ukuran DNA sekitar 585
bp.

Saran

Perlu diidentifikasi lebih lanjut strain
E.coli penyebab diare wisatawan dengan
menggunakan primer terhadap gen-gen
pengkode protein transport lainnya. Gen
aidA pengkode protein transport E.coli
yang didapatkan perlu dikarakterisasi
lebih lanjut sebelum dilakukan kloning
menggunakan plasmid yang sesuai dalam
rangka pengembangannya sebagai
kandidat vaksin sub-unit terhadap E.coli
penyebab diare wisatawan.
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ABSTRAK

mm‘o merupakan limbah produksi virgin coconut oil (VCO) dapat menjadi sumber untuk mengisolasi
bakteri asam laktar. Bakteri asam laktat mampu menghasilkan zat antimikroba yang dapat dikembanghkan unruk
mengobati kasus infeksi oleh bakteri Staphylococcus aureus. Bakteri S!aphyfom@ aureus dapat menyebabkan
infeksi mulai dari keracunan makanan, infeksi kulit hingga infeksi sistemik. Penelitian ini bertujuan untuk
mengimlmdan menguji aktivitas antimikroba bakteri asam laktat dari blondo terhadap bakteri Staphylococcus
aureus. Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif cross-sectional. Sampel blondo diambil dari kelompok
wanita tani di Tabanan yang berjumlah 16 sampel dengan pengambilan sampel secara simple random sampling.
Bakteri a‘ii.gasi menggunakan media selektif yaitu agar de Man Rogosa and Sharpe (MRS) dan identifikasi
dengan uji pewarnaan gram, uji katalase dan wji produksi gas a‘m‘ikom. Uji aktivitas antimikroba bakteri
asam laktat dilakukan dengan menggunakan metode difusi sumuran. Hasil peneliian ini menunjukkan bahwa di
dalam sampel blondo terdapat bakteri asam laktat dari genus Lactobacillus dan Streptococcus. Bakteri asam
laktat yang diisolasi dari blondo VCO mampu menghambat Staphylococcus aureus dengan terbentuknya zona
hambat berupa zona bening dengan rata-rata diameter zona hambat 11,02 mm. Zona hambat yang terbentuk
termasuk dalam kategori sedang dan kuat, dengan zona hambat tertinggi vang dihasilkan yaitu 20,8 mm dan
terendah yaitu 9,2 mm. Bakteri asam laktat dari blondo memiliki aktivitas antimikroba terhadap bakteri
Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT 3
B.fon@ a waste from the virgin coconut oil (VCO) producted which can be u.mas a source of lactic
acid bacteria. Lactic QB bacteria are capable of producing antimicrobial compounds to inhibit the growth of
pathogenic bacteria. The purpose of this study was to isolate and test the antimicrobial activity of lactic acid
bacteria from blondo against Staphylococcus aureus bacteria. This research is a descriptive cross—-sectional.
Blondo samples were taken at group of farm women in Tabanan E;em;_v, which was 16 samples with simple
random sampling. Bacteria were isolated using selective medium de Man Rogosa and Sharpe (MRS) agar and
identified with gram staining test, catalase test and gas production test from rose. The antimicrobial activity
test qf’facmacid bacteria was performed by using wells-diffusion method. results of this study indicated
there was lactic acid bacteria from the genus Lactobacillus and Streptococcus in the blondo sample. Lactic acid
bacteria isolated from blondo were able to inhibit Staphylococcus aureus by forming a clear zone with an
average diameter of inhibition zone was 11.02 mm. There were two antimicrobial potential category, medium
and strong category, with the highest resulting inhibit zone was 20.8 mm and the lowest was 9.2 mm. Lactic acid

bacteria from blondo had antimicrobials potential against Staphylococcus aureus
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PENDAHULUAN

Penyakit infeksi merupakan suatu

problema yang rumit dan kompleks di bidang
Infeksi dengan

keschatan. disebut  juga

communicable  disease  atau  transmissible
disease terjadi apabila mikroorganisme patogen
masuk dan mengalahkan sistem pertahanan

tubuh (James et al, 2008). Mikroorganisme

patogen  tersebut salah satunya  yaitu
Staphylococcus aureus yang dapat
menyebabkan  keracunan makanan  akibat

enterotoksin yang dihasilkan. Enterotoksin ini
dapat stabil pada suhu tinggi dan cepat resisten
terhadap zat antimikroba sehingga menimbulkan
permasalahan dalam tata laksana pengobatan
(Brooks et al., 2010).

Penggunaan antibiotik masih paling
dominan  digunakan sebagai  pengobatan
penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri
(Sumarjo, 2009). Tidak  terkendalinya
penggunaan antibiotik untuk pengobatan infeksi
menimbulkan kasus baru di bidang keschatan.
Kemudahan dalam membeli obat antibiotik di
apotek tanpa disertai resep dokter dan
kurangnya informasi mengenai pemilihan serta
antibiotik  yang

penggunaan tepat, telah

berkontribusi terhadap terjadinya resistensi.
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Saat ini bahan alam mulai kembali
digunakan oleh masyarakat untuk pengobatan.
Eksplorasi pengobatan lainnya yang dilakukan
mulai dari bahan alam bahkan sampai ke produk
sampingan atau limbah yang tidak dimanfaatkan
penggunaannya.

Blondo merupakan limbah dari proses
pembuatan Firigin Coconut Oi (VCQ) yang
tidak mengalami pengolahan lebih lanjut.
Kebanyakan limbah blondo dibuang begitu saja
atau beberapa orang hanya memanfaatkannya

kembali menjadi minyak goreng. Limbah

blondo ini memiliki kandungan nutrisi yang

cukup diantaranya  mengandung

tinggi
karbohidrat dan protein yang cukup tinggi,
lemak, mineral, serta asam lemak essensial
seperti asam oleat, linoleat, linolenat serta
bakteri yang menguntungkan yaitu bakteri asam
laktat (Haerani, 2010; Murtius et al., 2012).
Pertumbuhan bakteri asam laktat pada blondo
didukung oleh faktor-faktor tertentu seperti
nutrisi pada santan utamanya yaitu karbohidrat
serta kondisi lingkungan yang sesuai (Florou-
Paneri et al., 2013).

Bakteri asam laktat merupakan bakteri
Gram positif yang memiliki karakteristik
berbentuk batang atau kokus, tidak membentuk
laktat  serta

spora, menghasilkan asam

. : ) - ) - g
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menghasilkan substansi antimikroba diantaranya
asam organik, bakteriosin, hidrogen peroksida,
karbondioksida, dan alkohol (Lahtinen et al,

2012). Bakteri asam laktat umumnya

dimanfaatkan di bidang pangan yakni pada
makan berfermentasi yang digunakan sebagai

pengganti bahan pengawet kimia

(biopreservatif) pada bahan makanan guna
memperpanjang umur simpan produk (Kapoor,

2011). Bakteri asam laktat juga dapat

dimanfaatkan dalam bidang kesechatan, salah

satu  contohnya yaitu sebagai minuman

probiotik.  Bakteri  asam  laktat  jenis

Lactobacillus casei telah dimanfaatkan sebagai

starter bakteri dalam pembuatan minuman
probiotik dari air kelapa muda. Fungsi starter
bakteri pada minuman probiotik adalah untuk
menjaga kesehatan tubuh, menstimulasi respons
kekebalan, dan mengurangi bakteri patogen
dalam usus (Yanuar dan Sutrisno, 2015).

Potensi bakteri asam laktat sebagai
antimikroba telah banyak diuji oleh beberapa
peneliti. Isolat bakteri asam laktat asal dua hari
fermentasi kakao varietas forester memiliki sifat
antibakteri terhadap lima bakteri patogen
(Bacillus subtilis, Escherichia coli, Listeria
Staphylococcus dan

monocylogenes, aureus

Salmonella dengan  menghasilkan

typhi)

Biomedika, ISSN 2085-8345

diameter daya hambat berkisar 7-12 mm
(Urnemi et al., 2011). Bakteri asam laktat hasil
isolasi dari berbagai sumber nabati dan bahan
berbasis susu memiliki aktivitas antagonistik

terhadap bakteri patogen Staphylococcus aureus,

Bacillus cereus dan Escerichia coli (Susanti et

al.,2007).

Berbagai  penelitian yang telah
dilakukan untuk menemukan sumber dari
bakteri asam laktat, diharapkan dapat
dikembangkan lebih lanjut dalam proses

penemuan bahan antimikroba baru. Berdasarkan
hal tersebut, maka dalam penelitian ini diuji
aktivitas antimikroba bakteri asam laktat yang

diisolasi dari sampel blondo terhadap salah satu

bakteri patogen yakni Staphvlocaccus aureus

METODE
Jenis  penelitian  ini  merupakan

penelitian deskriptif dengan pendekatan cross

sectional. Bakteri asam laktat yang diuji

diisolasi dari 16 sampel blondo yang dihasilkan
oleh kelompok wanita tani, Desa Tengkudak,

Kecamatan Penebel, Kabupaten Tabanan, Bali.

Sampel diambil dengan teknik probability

sampling secara simple random sampling

melalui teknik acak sederhana.
dalam

Alat-alat yang digunakan

penelitian ini yaitu neraca analitik (Radwag),
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hotplate stirrer (Jisico), autoklaf (TOMY SX-
500), pipet ukur steril (Iwaki-Pyrex®), oven

(Wegnec), Biosafety Cabinet (Biobase), Mc

Farland densitometer (Biosan), standar Mc
Farland  (Prolab), mikropipet (Socorex)
inkubator  (Esco), mikroskop  binokuler
(Ollympus).

Bahan-bahan vang digunakan antar

lain: media Muller Hinton Agar (MHA)

(Oxoid), isolat Staphviococcus aureus ATCC
25923, E Man Rogosa and Sharpe (MRS)
Agar (Oxoid), De Man Rogosa and Sharpe
(MRS) Broth (Oxoid), pewarna Gram, minyak
emersi, larutan hidrogen peroksida, alkohol
70%, NaCl fisiologis steril, paper disk kosong,
amoksisilin  (sebagai

paper disk antibiotik

[64)
kontrol kerja yang efektif —menghambat

pertumbuhan bakteri Staphviococcus aureus),
dan aquades steril.

Jenis data yang dikumpulkan adalah
data primer meliputi data mengenai hasil isolasi
bakteri asam laktat dari sampel blondo dan hasil
uji aktivitas antimikroba bakteri asam laktat
terhadap  Staphylococeus  aureus.  Data
dikumpulkan melalui pemeriksaan laboratorium,
vaitu dengan teknik kultur dan pengukuran

aktivitas antimikroba dengan metode difusi
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sumuran. Data yang diperoleh dianalisis secara
deskriptif.
Sampel blondo diambil pada bagian

atas serta bagian antara minyak dan air

menggunakan spatula dan dimasukan secara
aseptis ke dalam botol sampel steril. Sampel

blondo  diencerkan menggunakan  garam

fisiologis (NaCl 0.85% steril) dengan rasio 1:9.
Sampel selanjutnya diinokulasikan pada media

MRS dengan metode streak plate,

agar

kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama

48 jam. Koloni bakteri yang tumbuh selanjutnya

diidentifikasi dengan pewarnaan gram, uji

katalase, dan uji produksi gas dari glukosa.
Uji aktivitas antimikroba dilakukan

pada media MHA. Koloni  bakteri
Staphylococcus aureus usia 24 jam diambil

beberapa ose kemudian disuspensikan ke dalam
tabung reaksi yang berisi larutan NaCl fisiologis

steril sebanyak 5 mL. Kekeruhan suspensi

17
dibandingkan dengan standar kekeruhan Mc

Farland 0,5% yang setara dengan 1,5 x 108

CFU/mL pada alat Mc Farland densitometer.

Swab kapas steril disiapkan dan dicelupkan ke

dalam suspensi bakteri Staphylococcus aureus,
kemudian digoreskan merata pada permukaan

media MHA, didiamkan selama 5-15 menit agar
suspensi

dapat meresap ke dalam media.
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Sumuran dibuat pada media MHA dengan

menggunakan alat pembuat sumur dengan

diamater sumuran sama dengan diameter

cakram. Masing-masing sumuran kemudian
ditambahkan dengan 20 pl suspensi bakteri
asam laktat usia 24 jam vyang dikultur pada
media MRS Broth. Media MHA tersebut
kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24
jam. Diameter zona hambat yang terbentuk
diukur untuk menentukan aktivitas antimikroba
bakteri asam laktat terhadap Staphyvlococcus
aureus. Scbagai kontrol negatif digunakan
media MRS broth steril yang dimasukkan ke
dalam sumuran. Sedangkan kontrol positif
digunakan cakram antibiotik amoksisilin yang
ditempelkan pada media MHA.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Kultur bakteri asam laktat dari sampel
blondo dilakukan pada media MRS agar yang
merupakan media selektif untuk pertumbuhan
bakteri asam laktat. Hasil kultur bakteri asam

laktat dapat dilihat pada gambar 1 di bawah ini :

Gambar 1. Koloni bakteri yang tumbuh pada media
MRS Agar (Sumber: Data Primer, 2018)
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Berdasarkan gambar | koloni bakteri
yang tumbuh pada media MRS agar memiliki
karakteristik berbentuk bulat, elevasi cembung,
berwarna putih dan cream, serta tepian yang
rata. Bakteri asam laktat dapat diisolasi dari
berbagai sampel vakni susu fermentasi, sawi
fermentasi dan saluran pencernaan ikan nila,
media

dengan karakteristik koloni pada

pertumbuhan yaitu berwama putih, cream,

cream kekuningan sampai kuning, bentuk bulat
dengan tepian rata serta elevasi cembung dan
rata (Susanti et al., 2007). Isolasi bakteri asam

laktat dari  yoghurt juga menunjukkan

karakteristik yang serupa yaitu berbentuk bulat,

berwarna cream, kuning muda dan putih

kekuningan, tepian rata, serta elevasi cembung

dan datar (Riadi et al., 2017).

Koloni bakteri yang tumbuh pada media

MRS agar kemudian diidentifikasi dengan

pewarnaan gram, uji katalase, dan uji produksi
18
gas dari glukosa. Hasil identifikasi koloni dapat

dilihat pada tabel 1, gambar 2 dan 3.

Tabel 1. Hasil Identifikasi Bakteri Asam Laktat
Dari Sampel Blondo

Uji Jumlah  Prosentase

(sampel) (%)

Pewarnaan Gram:

- Gram positif 16 100

- Gram negatif 0 0

Bentuk sel:

- Basil 15 93,75

- Kokus 1 6,25
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Katalase:
Negatif 16 100
Positif 0 0
Produksi gas dari
glukosa:
Terdapat gas 2 12,5
Tidak terdapat gas 14 87.5

(Sumber : Data Primer, 2018)

Gambar 2. Hasil pewarnaan Gram BAL isolat Blondo

Gambar 3. Hasil uji katalase BAL isolasat Blondo

Berdasarkan tabel 1 di atas, dari hasil
pewarnaan Gram terhadap koloni bakteri yang
tumbuh ditemukan bakteri yang bersifat gram
positif (gambar 2) dengan hasil negatif pada uji
katalase (gambar 3). Beberapa penelitian lain
juga telah melaporkan hasil identifikasi bakteri
asam laktat dengan karakteristik Gram positif
dan katalase negative (Delvia et al., 2015; Ismail
dan Yulvizar, 2017; Riadi et al., 2017).

Bentuk sel dari bakteri asam laktat
dapat membantu dalam mengetahui genus dari

bakteri asam laktat. Bentuk sel bakteri asam
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laktat yang ditemukan pada sampel blondo yaitu
berbentuk basil (93,75%) dan kokus (6,25%)
(tabel 1). Bentuk sel bakteri asam laktat

dikelompokkan menjadi dua famili yaitu
Streptococcaceae dan Lactobacillaceae. Famili
Lactobacillaceae yang memiliki bentuk basil dan
terdiri dari genus Lactobacillus. Famili
Streptococcaceae vang memiliki bentuk bulat
dan  terdiri dari genus  Streptococcus,
Leuconostoc dan Pediococcus (Muzaifa, 2014)

Berdasarkan  karakteristik  bentuk
selnya, bakteri asam laktat dengan bentuk basil
diduga  merupakan genus  Lactobacillus.
Sedangkan bakteri asam laktat dengan bentuk
kokus, diduga dari genus Streptococcus dan
Leuconostoc. Hal tersebut dikarenakan bakteri
asam laktat yang ditemukan tersusun seperti
rantai (Holzapfel and Wood, 2014). Namun
untuk memastikan genusnya, maka dilakukan uji
produksi gas dari glukosa.

Berdasarkan uji produksi gas dari
glukosa yang ditunjukkan pada tabel 1, sejumlah
14 sampel (87,5%) yang diuji memiliki tipe
fermentasi homofermentatif yang ditandai
dengan tidak adanya gas pada tabung durham
(gambar 4a). Sedangkan dua sampel (12,5%)

lainnya merupakan tipe heterofermentatif yang
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ditandai dengan terbentuknya gelembung gas

pada tabung durham (gambar 4b).

l-.ud, &

a
Gambar 4. Hasil uji produksi gas positif (a) dan
produksi gas negatif (b)

Bakteri asam laktat dengan tipe
fermentasi homofermentatif yaitu Streptococcus,
Pediococcus dan Lactobacillus. Sedangkan
bakteri asam laktat dengan tipe fermentasi

heterofermentatif seperti Leuconostoc dan
beberapa spesies dari Lactobacillus (Aritonang
etal,2017).

Berdasarkan serangkaian uji untuk
identifikasi bakteri asam laktat, dapat diketahui
jenis bakteri asam laktat yang berhasil diisolasi
dari  sampel blondo

merupakan  genus

Lactobacillus  dan  genus  Streptococcus.
Penelitian lain yang mengisolasi bakteri asam
laktat dari sampel blondo juga menemukan
bakteri dari genus Lactobacillus sp. dan
Streptococcus sp (Murtius et al., 2012). Jenis
bakteri asam laktat lainnya yang dapat diisolasi
dari sampel blondo antara lain L. delbruecki

subsp. bulgaricus, L. casei dan L. fermenti, yang
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seluruhnya berasal dari genus Lactobacillus
(Mandei, 2016).

Berdasarkan hasil identifikasi dari 16
sampel blondo ditemukan 32 isolat yang
merupakan bakteri asam laktat. Semua isolat

bakteri asam laktat selanjutnya diuji aktivitas
antimikroba terhadap bakteri Staphyiococcus

aureus dengan metode difusi sumuran. Hasil uji
24
aktivitas antimikroba dapat dilihat pada tabel 2

dan gambar 4.

Tabel 2. Hasil Uji Aktivitas Antimikroba Bakteri
Asam Laktat Isolat Blondo Terhadap

Staphylococcus Aureus
No Jumlah Aktivitas Rata-rata
isolate  antimikroba zona hambat
1 26 Mampu 11,02 (mm)
menghambat (£5.7)
2 6 Tidak mampu 0 mm
menghambat

(Sumber : Data Primer, 2018)

Gambar 4. Hasil uji aktivitas antimikroba BAL
isolat blondo terhadap bakteri Staphylococcus aureus

Adapun kategori aktivitas antimikroba
7
yang dihasilkan oleh 26 isolat bakteri asam
laktat yang mampu menghambat pertumbuhan

bakteri Staphyvlococcus aureus ditunjukkan pada

tabel 3 di bawah ini :
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Tabel 3. Kategori Aktivitas Antimikroba
Bakteri Asam Laktat Isolat Blondo Terhadap
Staphylococcus Aureus

No KategoriDaya Jumlah Prosentase

Hambat (isolat) (%)
1 Sedang 3 11,54
2 Kuat 23 21
Total 26 100

(Sumber : Data Primer, 2018)
Berdasarkan Tabel 2 di atas, sebanyak
26 isolat (81,25%) bakteri asam laktat mampu
bakteri

menghambat pertumbuhan

Staphylococcus aureus. Aktivitas aktimikroba
bakteri asam laktat tersebut ditandai dengan
adanya zona bening yang terbentuk di sekitar
sumuran pada media MHA yang berisi suspensi
bakteri

asam laktat. Zona bening tersebut

menandakan adanya  aktivitas  aktibakteri
terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus.
Zona bening yang dibentuk oleh setiap
isolat bakteri asam laktat menunjukkan hasil
vang berbeda-beda dengan rata-rata diameter
vaitu 11,02 mm. Hasil zona bening tertinggi
ditunjukkan oleh isolat bakteri G11 sebesar 20,8
mm (gambar 4). Sedangkan zona bening yang
terendah yang dihasilkan yaitu sebesar 9,2 mm
vyang ditunjukkan oleh isolat A21. Perbedaan
zona bening yang terbentuk dapat disebabkan
oleh kemampuan bakteri asam laktat dalam
menghasilkan zat antimikroba, jenis dan jumlah

zat antimikroba vyang dihasilkan serta umur

biakan bakteri (Riadi et al., 2017)
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Kategori  antimikroba berdasarkan

diameter zona  bening terbentuk

yang
digolongkan ke dalam kategori kuat (88,46%)
dan sedang (11,54%) (Tabel 3). Kategori
antimikroba berdasarkan diameter zona bening
yang dihasilkan yaitu sangat kuat dengan
diameter =20 mm, kuat diameter antara 11-20
mm, sedang dengan diameter antara 6-10 mm
dan lemah <5 mm (Surjowardojo er al., 2015).
Bakteri asam laktat yang diisolasi masing-
masing dari fermentasi biji kakao (Ismail &
Yulvizar, 2017) dan bekasam (Desniar et al.,
2012) juga mampu menghambat bakteri
Staphylococcus aureus dengan kategori kuat.

Berdasarkan  tipe  fermentasinya,
bakteri asam laktat dapat menghasilkan zat
antimikroba ~ yang  berbeda-beda. Tipe
homofermentatif memproduksi zat antimikroba
berupa asam laktat sebagai produk utama dari
metabolisme glukosa. Sedangkan bakteri asam
laktat heterofermentatif selain menghasilkan
asam laktat juga menghasilkan asam asetat,
bakteriosin karbondioksida, hidrogen peroksida
dan alkohol (Lahtinen et al., 2012).

Dengan beragamnya senyawa
antibakteri yang dihasilkan oleh bakteri asam
laktat heterofermentatif maka diameter zona

hambat yang dibentuk akan lebih besar dari tipe
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homofermentatif. Namun dalam penelitian ini

isolat dengan kode B11, B12, B31 dan B32 yang
merupakan tipe heterofermentatif, zona hambat

yang terbentuk terhadap Staphylococcus aureus
tidaklah lebih besar dari tipe homofermentatif .
Hal ini disebabkan karena konsentrasi dari
yvang dihasilkan

beberapa zat antimikroba

jumlahnya sedikit dan juga karena sifat

karakteristik dari bakteri Staphylococcus aureus.
Hidrogen peroksida yang dihasilkan
oleh bakteri asam laktat heterofermentatif

mampu  menghambat pertumbuhan  bakteri
dengan cara menghancurkan enzim, mengubah
sifat protein, dan mengganggu membran dari
mikroorganisme (Maczulak, 2011). Namun
karena karakteristik dari bakteri Staphylococcus
aureus yang memiliki enzim katalase, membuat
hidrogen peroksida ini tidak dapat menghambat
bakteri Staphvlococcus aureus (Brooks et al.,
2010).

Mekanisme karbondioksida  dalam
menghambat bakteri belum diketahui secara
pasti. Karbondioksida

diduga mampu

menyebabkan kondisi lingkungan menjadi
anaerob atau kadar oksigen menjadi sedikit
(Siregar, 2010). Kondisi yang anaerob ini dapat
menghambat pertumbuhan dari bakteri. Namun

bakteri Staphylococecus aureus diketahui bersifat
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anaerob fakultatif’ yang mampu hidup baik ada

maupun  tidak ada  oksigen, sechingga
karbondioksida tidak dapat bekerja secara
maksimal dalam  menghambat  bakteri

Staphylococcus aureus (Brooks et al., 2010).
Kemampuan bakteri asam laktat dalam
bakteri

menghambat pertumbuhan

Staphylococcus aureus sebagian besar karena
adanya asam organik yakni m laktat dan
asam asetat. Asam laktat merupakan produk
utama dari proses metabolisme glukosa olch
bakteri asam laktat. Selama 24 jam inkubasi,
konsentrasi asam laktat yang diproduksi yaitu
berkisar 16,692-20,620 g/L dan akan meningkat
seiring dengan lamanya waktu inkubasi (Desniar
et al., 2012). Jumlah produksi asam organik
yang tinggi, membuat asam organik ini mampu
menembus membran bakteri yang menyebabkan
anion asam lemah dan zat antimikroba lainnya
menumpuk di sitoplasma, sehingga mengganggu
proses metabolisme dari Staphylococcus aureus
(Lahtinen et al., 2012). Produksi asam laktat
yang terlalu tinggi juga menyebabkan penurunan
pH pada media. Asam laktat dan penurunan pH
secara sinergis bekerja sama dalam menghambat
bakteri Staphyvlococcus aureus. Penurunan pH
menjadi 3-4,5 secara tidak langsung membantu

mengganggu aktivitas enzim sehingga sel
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Staphylococcus aureus tidak mampu melakukan
aktivitas metabolismenya (Sutrisna et al., 2017).
Keberhasilan zat antimikroba yang

dihasilkan oleh bakteri asam laktat

juga
tegantung pada struktur dinding sel bakteri yang
dihambat. Struktur dinding sel akan berpengaruh
pada ketahanan suatu bakteri terhadap zat
bakteri

antimikroba. Dalam penelitian ini

Staphylococcus

merupakan bakteri Gram positif dengan struktur

aureus digunakan

yang
dinding sel yang lebih sederhana dibandingkan
bakteri Gram negatif sehingga lebih rentan
terhadap aktivitas antimikroba (Brooks er al,
2010)

Aktivitas antimikroba yang dihasilkan
oleh bakteri asam laktat yang diisolasi dari
sampel blondo dapat menjadi informasi baru
mengenai limbah vyang tidak selamanya

memberikan efek vyang buruk. Kemampuan

bakteri asam laktat yang diisolasi dari blondo

dalam menghambat pertumbuhan
Staphylococcus  aureus, dapat dimanfaatkan
sebagai starter bakteri dalam pembuatan

minuman probiotik, namun perlu dilakukan
tahap uji lebih lanjut yaitu hitung koloni bakteri
asam laktat, uji ketahanan pH dan garam

empedu.

Biomedika, ISSN 2085-8345

Penghitungan koloni bakteri asam

laktat erat kaitannya dengan jumlah zat
antimikroba yang akan dihasilkan. Semakin
banyak jumlah koloni bakteri asam laktat maka
antimikroba

semakin  banyak zat

yang
dihasilkan. Hasil penelitian lain melaporkan
jumlah koloni bakteri asam laktat yang diisolasi
dari blondo VCO berjumlah 5x10° CFU/ml.
Jumlah tersebut cukup digunakan sebagai starter
bakteri dalam pembuatan minutan probiotik

(Murtius et al., 2012).

SIMPULAN DAN SARAN

Bakteri asam laktat yang diisolasi dari

sampel blondo mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Staphvlococcus aureus
(81,25%). Rata-rata diameter zona hambat yaitu
11,02 mm, diameter tertinggi vaitu 20,08 mm
dan terendah wyaitu 9,2 mm. Aktivitas

antimikroba bakteri asam laktat terhadap
Staphylococcus  aureus termasuk ke dalam
kategori sedang sebanyak 11,54% dan kuat
sebanyak 88,46%.

Bakteri asam laktat yang diisolasi dari
blondo diharapkan dapat digunakan lebih lanjut
sebagai salah satu starter bakteri dalam
pembuatan minuman probiotik setelah dilakukan
uji tahap lanjut vaitu hitung koloni bakteri asam

laktat, uji ketahanan pH dan garam empedu.
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UJI ANGKA KAPANG KHAMIR DAN IDENTIFIKASI Aspergillus species
PADA JAMU KUNYIT DI DENPASAR SELATAN

Kadek Dewi Amba Rahayu', I Nyoman Jirna?, Burhannuddin?
123 Poltekkes Denpasar
nyomanjirna@ymail.com

Abstract:
Background: Jamu kunyit is one of the traditional medicine that is believed to cure some diseases and very
popular by the community. Jamu kunyit can be reduced in quality if there were mold, yeast, and the presence of
Aspergillieyip.
Purpose: This study is to determine the number of mold yeast, and identify Aspergillus sp. on jamu kunyit that
sold in Denpasar Selatan.
Methode: This study was descriptive by using cluster sampling technigue. Jamu kunyit were cultured on SDA
media, and the growing colonies were calculated to determine the value of the number mold and yeast. From
the number a mold and yeast examination, there were 8 samples of jamu kunyit that exceeded standard (35%)
and 15 samples of jamu kunyit in normal range (65%), 2 samples of jamu kunyit showed positive Aspergillus sp.
and 21 samples of jamu kunyit negative Aspergillus sp. the type of Aspergillus found is Aspergillus niger.
Result: Many factors that can cause mold and yeast contamination are packaging, production, and storage.

Keyword : Jamu kunyit, the number of mold yeast, Aspergillus sp.

PENDAHULUAN ditemukan pedagang jamu di Denpasar

Selatan dan banyak masyarakat Denpasar
Denpasar  Selatan  merupakan
) Selatan yang masih mengkonsumsi jamu.
salah satu kecamatan yang ada di kota
o o Pedagang jamu di Denpasar Selatan
Denpasar. Kecamatan ini  terdin ) o
dapat ditemukan di pinggir jalan maupun
atasenam kelurahan dan empat desa
dagan jamu endon an
antara lain Kelurahan Renon, Kelurahan pecagang ! & & yang
berkeliling. Berdasarkan survey yang
Sesetan, Kelurahan Pedungan, Kelurahan
_ telah dilakukan oleh peneliti bahwa di
Sanur, Kelurahan Panjer, Kelurahan )
) kelurahan Renon terdapat pedagang jamu
Serangan, Desa Sanur Kaja, Desa Sanur
) sebanyak 8 pedagang, kelurahan Sesetan
Kauh, Desa Sidakarya dan Desa
o S terdapat pedagang jamu sebanyak 7
Pamogan. Pada penelitian ini dipilih
pedagang, kelurahan Pedungan terdapat
Denpasar Selatan karena kecamatan
o pedagang jamu sebanyak 6 pedagang,
Denpasar  Selatan memiliki  jumlah
) kelurahan  Sanur tidak  ditemukan
penduduk yang cukup padat mencapai
B pedagang  jamu, kelurahan Panjer
279 640 jiwa'
) o ditemukan pedagang jamu sebanyak 4
Dari data tersebut dapat dilihat
) pedagang, kelurahan Serangan tidak
bahwa penduduk di Denpasar Selatan
) ditemukan pedagang jamu, desa Sanur
cukup banyak sehingga banyak pula

Meditony | ISSN Online : 2549-1520, ISSN Cetak : 2338 — 1159, Vol. 7, No. 1, Juni 2019
Him. 17 - 26, http://ejournal.poltekkes-denpasar.ac.id/index.php/M
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Kaja ditemukan 1 pedagang jamu, desa
Sanur Kauh ditemukan 1 pedagang jamu,
desa Sidakarya ditemukan pedagang
jamu sebanyak 7 pedagang dan desa
Pamogan ditemukan pedagang jamu
sebanyak 8pedagang. Terdapat berbagai
macam jamu yang dijual di Denpasar
Selatan salah satunya adalah jamu kunyit.

Jamu kunyit sangat digemari
karena memiliki segudang khasiat,
seperti  dapat memancarkan  aura
kecantikan, dapat digunakan sebagai obat
haid,

menghilangkan demam, diare, dispepsia

keputihan, pereda nyeri

(perut kembung, nyeri, mual, tidak nafsu
makan), eksim dan borok, gatal akibat
cacar air, radang amandel, radang rahim,
radang usus buntu, hepatitis, radang gusi,
tekanan darah tinggi, dan terlambat haid,
memperlancar ASI, dan mengatasi
amandel”>

Jamu yang dikonsumsi dapat
berubah mutunya apabila terdapat
beberapa faktor luar seperti cahaya
matahari, oksigen, penyerapan air,
adanya serangga, dan jamur. Dengan
adanya faktor yang dapat menurunkan
mutu  jamu maka penting untuk
mengetahui  faktor yang membantu
melindungi kestabilan mutu jamu, seperti
lama  penyimpanan  dan  tempat
penyimpanan jamu yang benar sehingga

mutu jaminan dapat tercapai optimal.

Dalam penyimpanan obat tradisional
dipersyaratkan agar disimpan pada suhu
Emg yaitu pada suhu 25"C sampai 30°C,
disimpan ditempat kering (terhindar dari
kelembaban) dan terlindung dari sinar
matahari *.

Penentuan kualitas jamu dapat
dilakukan dengan parameter
mikrobiologi salah satunya yaitu menguji
Angka Kapang Khamir,yang
menunjukkan adanya cemaran kapang
khamir dalam sediaan. Pengujian AKK
dilakukan untuk menjamin bahwa
sediaan tidak mengandung jamur dari
batas yang telah ditetapkan karena
keberadaan jamur pada sediaan dapat
mempengaruhi stabilitas sediaan tersebut
dan dapat menurunkan mutu jamu.
Menurut BPOM RI No. 12 tahun 2014
tentang persyaratan obat tradisional
bahwa cairan obat yang akan dikonsumsi
tidak boleh mengandung Angka Kapang
Khamir lebih dari 10° koloni/mL. Jika
atemukan AKK dalam sampel jamu
yang diuji melebihi ambang batas yang
telah ditentukan, maka sampel jamu
tersebut tidak layak dikonsumsi karena
berbahaya bagi kesehatan konsumen.
Kondisi tersebut memungkinkan adanya
pertumbuhan jenis kapang tertentu
seperti jamur Apergillus species (sp).
Aflatoksin  yang  diproduksi oleh
Apergillus sp. bersifat toksik karena
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dapat menyebabkan terjadinya sirosis dan
karsinoma hati. Jumlah kapang dan
khamir yang besar, dan terdapat adanya
jamur  Aspergillus sp. menunjukkan
kemunduran dari mutu obat tradisional .

Berdasarkan survey pendahuluan
yang penulis lakukan, penjual jamu
kunyit di kawasan Denpasar Selatan
kurang higienis dilihat dari penggunaan
botol penyimpanan jamu yang digunakan
secara terus menerus sechingga pada
mulut botol penyimpanan jamu masih
menempel sisa-sisa jamu sebelumnya
sehingga timbul kecurigaan tumbuhnya
jamur pada botol penyimpanan jamu
tersebut. Pada saat jamu dipanaskan dan
dipindahkan kedalam botol jamu dan
kemudian ditutup rapat akan
menimbulkan adanya uap air yang dapat
menjadi tempat tumbuhnya jamur pada
botol jamu. Jamu kunyit yang beredar di
Denpasar Selatan apabila tidak laku
terjual maka jamu kunyit tersebut akan
disimpan dalam waktu yang tidak
ditentukan, sehingga timbul kecurigaan
tumbuhnya jamur pada jamu tersebut
mengingat bahwa jamur dapat tumbuh
dengan cepat pada media yang lembab.
Banyak ditemukan jamu kunyit yang
tidak mencantumkan nomor registrasi
BPOM dan tanggal kadaluarsa sehingga

tidak diketahui secara pasti jamu kunyit

tersebut layak untuk dikonsumsi atau
tidak.

Penelitian yang dilakukan tentang
uji AKK terhadap dua pedagang yaitu
dari pedagang satu diperoleh nilai AKK
pada jamu kunyit sebanyak 4.6x10°
koloni/mL, dan dari pedagang dua
diperoleh nilai AKK pada jamu kunyit
sebanyak  9,6x10°> koloni/mL  yang
menunjukkan bahwa jamu tersebut tidak
layak dikonsumsi karena jumlah Angka
Kapang Khamirnya melebihi batas yang
telah ditentukan®. Penelitian tentang
identifikasi kapang pada empat sampel
jamu yaitu jamu beras kencur, kunyit,
sirih dan sambiloto, jenis kapang yang
paling banyak ditemukan dari keempat
sampel jamu tersebut adalah Aspergillus
niger dan Aspergillus flavus® .

Berdasarkan observasi yang telah
penulis lakukan, bahwa banyak jamu
kunyit di Denpasar Selatan beredar
secara bebas tanpa adanya ijin edar dan
tidak melalui proses uji keamanan dan
kualitas obat tradisional karena tidak
mencantumkan nomor registrasi BPOM
dan tanggal kadaluarsa, sehingga tidak
dapat diketahui sediaan tersebut layak
untuk dikonsumsi atau tidak. Maka,
penulis  tertarik untuk mengetahui
kualitas jamu kunyit yang dijual di
kawasan Denpasar Selatan dengan

menggunakan parameter mikrobiologi
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vaitu AKK dan identifikasi Aspergillus
sp.

METODE

Penelitian ini menggunakan penelitian
deskriptif. Pengambilan sampel
dilakukan di Kecamatan Denpasar
Selatan dan pengujian Angka Kapang

ir serta identifikasi Aspergillus
sp.dilakukan di Laboratorium Bakteriologi
Jurusan Aﬂlis Kesehatan  Poltekkes
Denpasar. Penelitian ini juga didukung
dengan hasil observasi dan wawancara yang
dilakukan pada saat pengambilan sampel.
Sampel jamu kunyit yang digunakan
merupakan seluruh jamu kunyit yang dijual
oleh pedagang di Kecamatan Denpasar
Selatan dengan jumlah sampel yang
diambil adalah 23 sampel jamu kunyit,
didapat dengan menggunakan teknik

cluster sampling.
HASIL DAN PEMBAHASAN

A.HASIL
1. Karakteristik otﬁ( penelitian

Jamu kunyit yang digunakan pada
penelitian ini yaitu seluruh jamu kunyit,
baik vang dijual dengan cara dituang
pada saat itu juga oleh pedagang jamu
gendong maupun jamu kunyit yang
sudah dikemas dalam botol yang d&al
oleh pedagang yang menetap. Pada

penelitian ini, jumlah sampel yang
digunakan adalah 23 sampel jamu kunyit.
Jamu kunyit yang digunakan sebagai
objek penelitian memiliki warna khas
kunyit yaitu kuning, memiliki rasa pahit
dan memiliki aroma khas kunyit dan cair.
Beberapa pedagang jamu kunyit juga
menambahkan variasi rasa yaitu dengan
menambahkan madu atau asam jawa

untuk mengurangi rasa pahit dari kunyit.

2. Uji Angka Kapang Khamir (AKK)
Berdasarkan hasil pemeriksaan
terhadap 23 sampel jamu kunyit, terdapat
8 sampel jamu kunyit yang mengandung
fungi melebihi standar (35%) dan
terdapat 15 sampel jamu kunyit yang
memenuhi  standar  (65%)  yang
kemudiam dibandingkan dengan standar
yang telah ditetapkan oleh BPOM RI
Nomor 12 Tahun 2014 yang menyatakan
bahwa obat tradisional tidak boleh
mengandung fungi lebih dari 10°

koloni/mL.

3. Identifikasi Aspergillus sp.

Berdasarkan hasil pemeriksaan
terhadap 23 sampel jamu kunyit,
sebanyak 2 sampel positif Aspergillus sp.
(9%) dan 21 sampel negatif Aspergillus
sp. (91%).

Meditony | ISSN Online : 2549-1520, ISSN Cetak : 2338 — 1159, Vol. 7, No. 1, Juni 2019
Him. 17 - 26, http://ejournal.poltekkes-denpasar.ac.id/index.php/M

20




Kadek Dewi Amba Rahayu, dkk., Uji Angka Kapang Khamir dan Identifikasi Aspergillus Species Pada Jamu
Kunyit di Denpasar Selatan

a. Identifikasi makroskopis

Hasil _ Hasil Makroskopis
Mﬂka_SkOPIS Koloni Aspergillus
Koloni sp.sampel 22
Aspergillus  sp.

sampel 10

b. Identifikasi mikroskopis

9

Hasil Pengamatan  Mikroskopis
Aspergillus sp.pada perbesaran 40x,
jenis Aspergillus yang ditemukan pada
kedua sampel adalah Aspergillus
niger.

4. Observasi dan Wawancara
a. Kemasan jamu kunyit

Berdasarkan jenis kemasan jamu
yang digunakan, terdapat 13 jamu dengan
menggunakan kemasan botol tidak
berlabel (56%) dan 10 jamu dengan
kemasan botol berlabel (44%).
b. Pemakaian Kemasan

Berdasarkan lama pemakaian
kemasan jamu kunyit, didapatkan bahwa

terdapat 10 jamu kunyit yang memakai

kemasan sekali pakai (56%) dan 13 jamu
kunyit yang menggunakan kemasan yang
dipakai berulang-ulang (44%).
c. Jenis Produksi Jamu Kunyit

Berdasarkan wawancara yang
dilakukan kepada pedagang jamu kunyit
mengenai jamu kunyit yang dijual di
Denpasar Selatan, bahwa terdapat 13
jamu kunyit yang dibuat sendiri oleh
pedagang jamu (56%), dan terdapat 10
jamu kunyit yang dibuat oleh orang lain
sebagai hasil industri rumah tangga
(44%).
d. Penyimpanan Jamu

Berdasarkan  hasil wawancara
terhadap pedagang jamu kunyit mengenai
jamu kunyit yang dijual di Denpasar
Selatan, bahwa terdapat 2 jamu kunyit
yang apabila tidak laku terjual akan
disimpan pada kulkas (8,7%), dan
terdapat 21 jamu kunyit yang disimpan
pada suhu ruang jika tidak laku terjual
(913%).

B.PEMBAHASAN
1. Uji Angka Kapang Khamir
Pemeriks%n Angka  Kapang
Khamir (AKK) merupakan salah satu uji
yang dilakukan untuk melihat kualitas
bahan pangan dari aspek mikrobiologi.
Pada pengujian uji AKK dilakukan pada
sampel jamu kunyit yang dijual di

kawasan Denpasar Selatan. Pengujian
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AKK pada penelitian ini dimulai dengan
melakukan inokulasi sampel jamu kunyit
pada media SDA menggunakan metode
sebar dan kemudian dihitung koloninya
dengan ﬁenggunakan metode hitung
cawan. Hasil pengujian yang disajikan
pada Tabel 3 menunjukkan bahwa 35%
sampel jamu kunyit memiliki nilai AKK
melebihi standar sehingga sampel jamu
kunyit tersebut tidak layak untuk
dikonsumsi. Sebanyak 65% sampel jamu
kunyit memiliki nilai AKK yang berada
dalam rentang normal dan memenuhi
standar. Pada penelitian ini standar yang
digunakan adalah  ketentuan yang
ditetapkan oleh BPOM RI Nomor 12
Tahun 2014 bahwa cairan obat
tradisional tidak boleh mengandung

K lebih dari 10° koloni/mL.
Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan, dapat diketahui bahwa nilai
AKK tertinggi adalah sebanyak 184,1 x
10° koloni/mL dan nilai AKK terendah
adalah <10 koloni/mL. Hasil penelitian
sejalan dengan penelitian dari 66,7%
jamu yang diuji menunjukkan nilai yang
melebihi nilai standar yang ditetapkan
oleh BPOM RI Nomor 12 Tahun 2014.
Hasil pada sampel jamu kunyit yang diuji
terdapat satu sampel yang menunjukkan
nilai yang melebihi standar yaitu 4,6 x
10° koloni/mL, sehingga jamu tersebut

tidak layak untuk dikonsumsi’.

Berdasarkan hasil observasi yang
dilakukan bahwa terdapat beberapa
karakteristik jamu kunyit yang dapat
mempengaruhi adanya  pertumbuhan
kapang dan khamir yaitu kemasan jamu
kunyit, lama pemakaian kemasan, jenis
produksi jamu kunyit dan penyimpanan
jamu kunyit. Berdasarkan karakteristik
kemasan jamu kunyit dan lama
pemakaian kemasan, didapatkan hasil
bahwa koloni yang paling banyak
tumbuh adalah pada sampel kemasan
jamu kunyit dengan label yaitu sebanyak
8 sampel jamu kunyit (35%) dan
kemasan jamu kunyit tanpa label
memiliki nilai AKK yang masih dalam
rentang normal dengan jumlah 15 sampel
jamu kunyit (65%). Tingginya niali AKK
pada jamu kunyit kemasan berlabel
disebabkan oleh penggunaan kemasan
vang kurang bersih karena tidak melalui
proses sterilisasi terlebih dahulu dan
kondisi kemasan yang tidak kering
sehingga menyebabkan pertumbuhan
kapang dan khamir. Selain  im,
berdasarkan hasil observasi diketahui
bahwa jamu kunyit yang disimpan dalam
kemasan  berlabel biasanya  akan
disimpan kembali selama lebih dari 1
hari pada suhu ruang sehingga
memberikan waktu bagi spora fungi
untuk tumbuh pada jamu, sedangkan

pada jamu kunyit dengan kemasan yang
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tidak berlabel akan habis terjual setiap
harinya sehingga tidak melewati proses
penyi an.

m@:dasarkan hasil pengamatan
vang telah dilakukan diketahui bahwa
kapang dan Hﬁlil’ tumbuh optimal pada
penyimpanan hari ke-3 sampai hari ke-5
pada suhu ruang. Hasil penelitian yang
dilakukan pada sampel roti tawar dengan
penyimpanan pada suhu kamar 25°C,
bahwa pada penyimpanan hari ke-4,
jumlah kapang yaitu 84 x 10°
koloni/gram, pada penyimpanan hari ke-
5 jumlah kapang yaitu 95 x 10*
koloni/gram dan selanjutnya pada
penyimpanan hari ke-6 jumlah kapang
yaitu 133 x 10* koloni/gram. Jumlah
kapang pada penyimpanan suhu kamar
25°C setiap harinya terjadi peningkatan’.
Penelitian yang dilakukan pada sampel
sirup temulawak yang disimpan selama 4
minggu pada suhu 35°C, didapatkan hasil
bahwa semakin lama penyimpanan maka
jumlah mikroorganisme pada sampel
sirup makin meningkat, dimana diketahui
pada pada awal pemeriksaan didapatkan
hasil 2,6 x 10' koloni/mL dan pada
minggu keempat didapatkan hasil 7,6 x
10> koloni/mL®. Jenis produksi jamu
kunyit di Denpasar Selatan terdiri dari
dua jenis yaitu dibuat sendiri oleh penjual
jamu dan dibuat oleh industri rumah

tangga. Dari kedua jenis produksi jamu

tersebut, didapatkan pertumbuhan koloni
kapang dan khamir pada sampel jamu
kunyit. Hal ini disebabkan oleh proses
pembuatan jamu kunyit yang tidak sesuai
dengan CPOTB, sehingga  dapat
menimbulkan pertumbuhan fungi pada
jamu kunyit. menurut Pencucian yang
bersih terhadap bahan baku jamu kunyit
yaitu rimpang kunyit, dapat
meminimalkan pertumbuhan kapang dan
khamir pada jamu’. Selain itu,
pemanasan juga sangat berperan penting
dalam  pembuatan  jamu, dimana
pemanasan dilakukan untuk mematikan
spora kapang dan khamir'®. Dari hasil
penelitian yang dilakukan terhadap 23
sampel jamu kunyit yang dijual di
wilayah Denpasar Selatan terdapat 35%
jamu kunyit yang tidak memenuhi
standar karena memiliki nilai AKK yang
melebihi standar, sehingga jamu tersebut
tidak layak untuk dikonsumsi.
2, ldentifikasi Aspergillus sp.
Identifikasi  Aspergillus  sp.
digunakan untuk  mengetahui ada
tidaknya Aspergillus sp. pada sampel
jamu kunyit. Aspergillus sp. dapat
mengeluarkan aflatoksin  yang dapat
bersifat toksik bagi manusia apabila
suk kedalam tubuh. Berdasarkan hasil
yang disajikan pada Tabel 4 diketahui
bahwa terdapat 2 sampel jamu kunyit

mengandung koloni kapang yaitu

Meditony | ISSN Online : 2549-1520, ISSN Cetak : 2338 — 1159, Vol. 7, No. 1, Juni 2019
Him. 17 - 26, http://ejournal.poltekkes-denpasar.ac.id/index.php/M

23




Kadek Dewi Amba Rahayu, dkk., Uji Angka Kapang Khamir dan Identifikasi Aspergillus Species Pada Jamu
Kunyit di Denpasar Selatan

Aspergillus sp. dapat dikatakan bahwa
sampel tersebut kualitasnya menurun
karena adanya pertumbuhan Aspergillus
sp. dengan jenis Aspergillus niger. Hasil
penelitian serupa yang dilakukan pada
empat sampel jamu ditemukan positif
Aspergillus sp.dan jenis kapang yang
paling banyak ditemukan dari keempat
sampel jamu tersebut adalah Aspergillus
niger dan Aspergillus  flavus®.
Pertumbuhan Aspergillus sp. pada jamu
kunyit dapat disebabkan oleh adanya
kontaminasi dari lingkungan yaitu udara.
Pada saat pedagang jamu menuangkan
jamu kunyit kedalam botol tidak
mementingkan lokasi penuangan jamu.
Hasil penelitian menyebutkan
kontaminasi jamur Aspergillus sp. dapat
melalui  udara yang mengandung
Aspergillus sp. Spora Aspergillus sp.
berukuran kecil yaitu 30-4,5 mm dan
dapat terbang dengan mudah bercampur
dengan udara, sehingga apabila proses
pembuatan jamu kunyit dan tempat
penjualan yang tidak bersih, maka jamu
kunyit yang dibuat akan terkontaminasi

oleh  Aspergillus  sp''.

Selain itu,
kontaminasi oleh spora Aspergillus sp.
yang terjadi di luar ruangan dapat
disebabkan oleh  organisme yang
membusuk dan adanya asap kendaraan

,
bermotor'” .

Identifikasi Aspergillus sp., pada
penelitian ini dilakukan dengan 2
metode, yaitu secara makroskopis dan
mikroskopis. Dari 23 sampel jamu
kunyit, terdapat 2 sampel jamu kunyit
yang ditumbuhi koloni Aspergillus sp.
yaitu sampel 10 dan sampel 22. Pada
pengamatan makroskopis pada sampel 10
yang disajikan pada Gambar 6,
didapatkan koloni Aspergillus sp. dengan
ciri-ciri koloni tunggal, berwarna kuning
kehitaman, bentuk koloni bulat, tekstur
seperti beludru. Sedangkan pada sampel
22 yang disajikan pada Gambar 7
didapatkan koloni Aspergillus sp. dengan
ciri-ciri koloni tunggal, berwarna hitam,
bentuk koloni bulat, tekstur berserabut
seperti beludru.

Pada pengamatan secara
mikroskopis  dengan  menggunakan
mikroskop  pada  perbesaran  40x,
ditemukan bahwa pada kedua sampel
jamu kunyit mengandung Aspergillus
niger. Hal tersebut sesuai dengan ciri-ciri
koloni Aspergillus sp. Pada pembuatan
biakan murni Aspergi!ﬁs niger pada
media PDA, vyaitu tampak koloni
berbentuk bulat, tekstur lembut, tepi
koloni rata, serta berwarna hitam dan
coklat kehitaman. Koloni Aspergi!.‘.’uésp.
yang didapatkan pada media SDA yang
digunakan dalam penelitian ini tidak ada

perbedaan dengan koloni Aspergillus sp.
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yang ditumbuhkan pada media PDA
tersebut. Hal ini dikarenakan kedua
media memang diperuntukkan untuk
pertumbuhan  jamur. Kedua media
mengandung karbohidrat, pepton dan
dektrose éng cukup tinggi schingga
mampu memenuhi kebutuhan nutrisi
yang akan digunakan untuk pertumbuhan
jamur'?. Pada pengamatan morfologi
secara mikroskopis terlihat  jamur
Aspergillus niger mempunyai hifa hialin
dan struktur hifa memanjang tidak
bercabang, konidiofor bersekat, konidia
bulat dan berwarna coklat kehitaman.
Dari hasil penelitian yang dilakukan
terhadap 23 sampel jamu kunyit yang
dijual di Denpasar Selatan terdapat
pertumbuhan Aspergillus sp. pada 2
sampel jamu kunyit sehingga kedua jamu

tersebut tidak layak untuk dikonsumsi .

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat ditarik

simpulan sebagai berikut:
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PENGARUH PENUNDAAN PEMERIKSA AN URIN
TERHADAP JUMLAH LEUKOSIT PADA PENDERITA
INFEKSI SALURAN KEMIH

Bunga Dewanti!, I Gusti Agung Dewi Sarihati?, Burhannuddin®
1,23 Jurusan Analis Kesehatan Denpasar
Email : dewisarihati@ gmail.com

Abstract:

Background : urine is the rest of the body's metabolism that is released through the process of urinalization.
Urine examination aims to determine the condition of the kidney and other urinary tracts. Delays in
e_mminarira in the laboratory often occur resulting in disturbed urine stability.

Purpose : this study aims to determine the effect of delays on the number of urine leukocytes in patients with
urinary tract infections.

Method : this research with posttest only control group design using four control and treatment groups each
consisting of 9 samples. The control group is the result of urine examination which is examined before 30
minutes while the treatment group is the result of urine examination after 1, 2 and 3 hours since being
collected.

Result : the results showed an average difference between the control and treatment groups, especially there
was a significant reduction in the 3-hour delay group.

Coclusion : the delay in urinary examination for 3 hours affects the amount of urine leukocytes in patients
with urinary tract infections

Keywords: urine leukocytes, delay in urine examination

PENDAHULUAN luka yang menyebabkan infeksi di dalam

sal kemih .
Infeksi saluran kemih (ISK) saturan kemt

. . . Urinalisa merupakan salah satu
merupakan infeksi yang paling umum

terjadi di komunitas masyarakat bahkan pemeriksaan  yang  berfungsi  untuk

memantau kondisi ginjal dan saluran
di rumah sakit. Kasus ISK tertinggi gty

terjadi pada anak-anak terutama pada kemih. Parameter yang paling

diperhatik d iks inalis
perempuan  karena pendeknya  saluran iperhatikan pada pemeriksaan urinalisa

tode uji ik celup b bakteri
kemih atau uretra dan lebih dekat dengan metode tjt cark celip berupd et

) . leukosit, eritrosit, nitrit, dan protein.
anus', hanya 8% penderita menunjukkan P

P T tersebut  di
gejala adanya infeksi saluran kemih. arameter fersebd langgap mampu

: : : bark kondisi ginjal d
Biasanya pada urine pasien dengan menggambarkan - Xondist gy an

. 3 .
infeksi saluran kemih akan ditemukan saluran kemih.” Untuk mendapat hasil

baik k iasi fase dal
leukosit dalam jumlah rendah hingga yang  batk makd variast fase daiam

L preanalitik harus diidentifikasi dengan
tinggi tergantung pada seberapa besar
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benar seperti tes yang diperlukan,
pengumpulan (sampling), transportasi
sampel untuk sampai ke laboratorium,
penerimaan sampel yang datang, hingga
bagaimana cara menyiapkan sampel di
tahap pengujian karena bila tidak
dilakukan dengan baik dapat menjadi
sumber kesalahan yang sangat fatal.’
Tahapan pre-analitik yang tidak tepat
mampu menurunkan angka hasil palsu
menjadi hampir 20% dari suatu hasil
laboratorium

kesalahan

pemeriksaan sehingga

menyebabkan diagnosa.’
Menurut pengamatan langsung dari
peneliti di laboratorium Rumah Sakit,
urine tidak langsung diperiksa hanya
didiamkan pada suhu ruang sekitar |
sampai 1,5 jam setelah penampungan ke
dalam wadahnya yang diakibatkan oleh
banyaknya jumlah pasien atau
tertundanya pengiriman sampel dari
ruangan ke laboratorium. Bahkan ketika
pasien sedang tidak banyak, urine
dibiarkan hingga menumpuhdan ditunda
selama hampir 2 jam. Dari permasalahan
di atas, penulis tertarik untuk melakukan

penelitian terkait pengaruh penundaan

urine terhadap jumlah leukosit.

METODE

Penelitian

menggunakan
rancangan Posttest Only Control Group
Design. Sampel diambil dari 9 orang
pasien infeksi saluran kemih yang periksa
di laboratorium BRSU Tabanan. Urin
dibagi kedalam empat kelompok,
kelompok pertama adalah kelompok
kontrol yaitu pemeriksaan yang dilakukan
sebelum 30 menit sedangkan tiga
kelompok lainnya diberikan perlakuan
berupa penundaan pemeriksaan salama 1,
2 dan 3 jam. Metode pemeriksaan
leukosit  urine  dilakukan  secara
mikroskopis  dengan menggunakan
preparat basah Hasil pemeriksaan urin
keempat kelompok diuﬁdengan Kruskal-
Wallis dan dilanjutkan dengan uji Mann-

Whitney U.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rata-rata tertinggi jumlah leukosit
ditemukan pada kelompok kontrol
sebesar 13,1 sel/LPB dengan standar
deviasi 7,68 dan terendah pada
penundaan 3 jam sebesar 72 sel/LPB

dengan standar deviasi 5,93.
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Uji Kruskal-Wallis menunjukkan 0021 pada wuji Mann-Whitney U.
ada pengaruh penundaan terhadap jumlah Perbedaan rata-rata keloapok kontrol dan
leukosit pada pasien infeksi saluran perlakuan dapat dilihat pada tabel 1 dan
kemih dengan nilai p sebesar 0,034. tabel 2.

Pengaruh  tersebut  terjadi  antara
kelompok kontrol dengan penundaan

pemeriksaan 3 jam dengan nlai p sebesar

Tabel 1. Perbedaan Rata-rata Kelompok Kontrol dan Perlakuan dengan Uji Kruskal-

Wallis
Standar Uji Kruskal-
Perlakuan Rata-rata Deviasi Wallis (p)
Kontrol 13,1 7.68
1 Jam 11,1 7.06
0,034
2 Jam 9.1 6.77
3 Jam 72 593

Tabel 2. Hasil Uji Mann-Whitney U Perbedaan Rata-rata Kelompok Kontrol dengan

Perlakuan
Uji Mann-
Perlakuan Whitney U (p)
Kontrol dengan penundaan | jam 0,181
Kontrol dengan penundaan 2 jam 0,051
Kontrol dengan penundaan 3 jam 0,021

Keterangan : Kontrol merupakan hasil pemeriksaan leukosit urine sebelum 30 menit

Infeksi saluran kemih (ISK) sering ditemukan pada wanita maupun

merupakan gangguan berupa infeksi yang pria dengan gejala klinis yang berbeda-
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beda’ Penegakan diagnosa infeksi
saluran kemih secara laboratorium dapat
dilihat pada parameter-parameter
urinalisa, salah satunya adalah leukosit.
Pemeriksaan alternatif untuk mengetahui
kondisi dari leukosit dapat dilakukan
dengan uji carik celup atau dipstik.
Namun, tidak menutup kemungkinan
untuk memperhatikan parameter
pemeriksaan urine lainnya. Dalam uji
dipstik, leukosit dapat dideteksi pada
parameter leukosit carik celup melalui
adanya reaksi antara reagen dengan enzim
leukosit esterase yang terkandung di
dalam sel netrofil ®
Delanghe dan Speeckaert
menjelaskan bahwa tahapan preanalitik
yang tidak tepat dapat mempengaruhi
hasil pemeriksaan urine. Hal ini
dikarenakan sampel yang akan diperiksa
diperlakukan  tidak  baik  sehingga
menyebabkan perubahan kadar analit di
dalamnya. Human error atau kondisi
lingkungan sekitar laboratorium dapat
menjadi faktor penyebab ketidaktepatan
preanalitik. ~ Salah  satunya  adalah

penundaan pemeriksaan terhadap sampel

laboratorium yang sering terjadi di

fasilitas pelayanan kesehatan seperti
rumah sakit.*

Hasil penelitian  yang sejalan
yang memperlihatkan bahwa terjadi
penurunan jumlah leukosit urin akibat
penyimpanan urin pernah diteliti oleh
Kustiningsih, Cahyono, dan Rahmiati
pada penderita Dibetes  Melitus.’
Penurunan jumlah leukosit dapat terjadi
akibat faktor suhu, suhu yang lebih tinggi
akan menyebabkan pertumbuhan bakteri
yang semakin cepat sehingga enzim
dalam urine semakin cepat mengalami
katalisasi. Hal ini mampu merusak sel
leukosit dalam wurine. Selain dari itu,
penundaan dalam pemeriksaan urine pada
pasien infeksi saluran kemih dapat
menyebabkan pembelahan bakteri
semakin cepat dan mempercepat potensi
bakteri untuk mengubah urea menjadi
ammonia dalam urine. Ammonia akan
mengakibatkan pH dalam urine akan
bergeser ke arah basa dan berpotensi
melisiskan leukosit dalam urine.®

Pemeriksaan  harus  dilakukan
secepat mungkin, paling lambat 1 jam
setelah urin ditampung. Melakukan

penundaan pemeriksaan dapat menjadi

sumber kesalahan, sehingga hasil yang
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diharapkan tidak sesuai dengan kondisi
klinis pasien. Unsur-unsur berbentuk
(sedimen) dalam urin mulai rusak dalam
waktu 2 jam dan bila dibiarkan lama
dalam suhu kamar akan terjadi lisis sel
serta torak dan urin akan berubah menjadi
alkalis.”

Berbeda dengan hasil penelitian
yang dilakukan oleh Naid, Mangerangi,
dan Almahdaly, menunjukkan bahwa
tidak ada pengaruh penundaan terhadap
jumlah leukosit. Penundaan urine selama
2 jam dapat menyebabkan ketidakstabilan
urine sehingga terjadi pergeseran pH
urine menjadi lebih asam atau basa
tergantung kondisi pasien. Hal ini akan
mempengaruhi  status  kimiawi urine
seperti keton, urobilinogen, nitrit, dan
glukosa. Sedangkan unsur sedimen urine
seperti leukosit dan epitel mengalami

perubahan berupa negatif palsu apabila

disimpan selama hampir 2 jam.'’
KESIMPULAN
Ada pengaruh penundaan

pemeriksaan urine terhadap jumlah
leukosit urine pada pasien infeksi saluran

kemih bila dilakukan penundaan 3 jam.
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IDENTIFIKASI DAN UJI SENSITIVITAS BAKTERI

Neisseria gonorrhoeae TERHADAP ANTIBIOTIK SEFIKSIM
PADA PEKERJA SEKS KOMERSIAL DI PUSKESMAS 11
DENPASAR SELATAN

Ardhia Pradnyadhita, Burhannuddin®, I Wayan Merta, Nur Habibah
Jurusan Teknologi Laboratorium Medis Poltekkes Kemenkes Denpasar
Jalan Sanitasi No.l Sidakarya Denpasar Selatan
*corresponding author, e-mail: boerhannuddin@ gmail.com

Abstract

Background: Gonorrhea is a sexually transmitted disease caused by Neisseria gonorrhoeae. Gonorrhea
infection varies greatly in the community, especially in sexually active women. n’ection cases in women
are often asymptomatic, that can causes complication can easily occur. Aims : to identify and determine
sensitivity of Neisseria gonorrhoeae bacteria against cefixime antibiotics. Method : This study was using a
descriptive method and used 30 samples. Neisseria gonorrhoeae was isolatd from the vaginal swab sample
of Commercial Sex Workers at Puskesmas II Denpasar Selatan. The cultured bacteria on Thayer Martin
media were then identified by gram staining, oxidase test, and catalase test. Neisseria gonorrhoeae
sensitivity test against cefixime was performed by disc diffusion method. Result : The results of
identification showed that 6 (20 %) of 30 samples were Neisseria gonorrhoeae bacteria with cell
characteristics in the form of diplococcus, gram-negative, oxidase and catalase positive. The results of the
sensitivity test showed that all isolats of Neisseria gonorrhoeae were resistant to cefixime. Conclucion :
Cefixime is not effective for treating Neisseria gonorrhoeae infection

Keywords: Commercial Sex Workers, Neisseria gonorrhoeae, Identification, Susceptibility test

PENDAHULUAN sebanyak 561 kasus (93,3%) ditemukan lebih

Prevalensi Infeksi Menular Seksual R o A A A e ]
[@MS) yang terjadi EIDSpasEISERGRIpaT kasus (6,7%). Didapati pula faktor resiko
terbanyak pada wanita pekerja seksual
sebanyaﬁ379 kasus (63%)'".

Infeksi gonore sangat bervariasi di

bulan Januari — Jupi 2012 tercatat sebanyak
601, kasus infeksi yang paling sering terjadi
adalah servisitis dengan jumlah 200 kasus

(33,3%), diikuti oleh gonore sebanyak 14 EEEHEEIES. ditemukan banyak FEENESENIE

kasus (23%). serta sifilis dan urethritis yang aktif secara seksual seperti pada Pekerja

g mAsing | sebanyak 107 Kasus! (17%)! Seks Komersil (PSK)". PSK merupakan suatu

Populasi infeksi terbanyak terjadi pada profesi yang sangat rentan mendapatkan

Eloapoksals hngealo anlsebunyak infeksi gonore karena kegiatan seksual yang

3K C10/A%) dimana pasienparempuan dilakukan oleh PSK sering kali berganti-ganti
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Selatan

pasangan. PSK beresiko melakukan hubungan
seksual yang tidak aman dan menyebabkan

kasus gonore yang sangat sulit untuk

ditangani®. Pada kelompok ini sangat

disarankan untuk melakukan skrining terhadap

infeksi gonore karena seringkali tidak

menunjukkan suatu gejala (asimtomatik)

sehinga komplikasi dapat dengan mudah

terjadi’ . Jika infeksi Neisseria gonorrhoeae

tidak segera diobati dan tidak ditangani
dengan tepat maka dapat menyebabkan
peradangan pada saluran genital dan
reproduksi sehingga dapat menyebabkan
ketidaksuburan °.

Salah satu pengobatan terhadap

infeksi Neisseria gonorrhoeae adalah dengan
terapi antibiotik. Antibiotik adalah agen
antimikroba d]dr‘ﬂ yang diproduksi oleh
mikroorganisme®. Pengobatan yang dianjurkan
Kesehatan  Republik

infeksi

oleh  Departemen

Indonesia  untuk gonore  tanpa

komplikasi adalah sefiksim atau levofloksasin,
sedangkan pilihan lainnya adalah kanfﬁsin,
seftriakson, atau tiamfenikol’. Sefiksim adalah
antibiotik sefalosporin generasi ket% yang
dikonsumsi secara oral, yang memiliki
aktivitas spektrum luas terhadap bakteri Gram
positif, Gram negatif dan tahan terhadap
degradasi  beta-laktamase. Dosis  yang
direkomendasikan untuk pengobatan infeksi

ikroorganisme  adalah  dibawah  90%.
Resistensi terhadap beberapa antibiotik banyak

ditemukan dalam beberapa tahun terakhir.

Sefalosporin generasi ketiga seperti sefiksim
atau seftriakson merupakan pilihan terapi lini
pertama di berbagai negara, namun penurunan
sefiksim

kepekaan sudah didapatkan dan

mulai menyebar ®.
akan

membantu dokter untuk menentukan mﬁbiotik

Uji  sensitivitas  antibiotik
yang tepat dalam mengobati infeksi’. Metode
untuk tes suseptibilitas ini dapat dikerjakan
dengan berbagai teknik. Metode yang sering
digunakan adalah menggunakan difusi cakram
dan dilusi agar menurut kriteria Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI) yang
pertama kali dijabarkan oleh Bauer dkk dan
merupakan  modifikasi  dari  National
Commitee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS)". Beberapa data hasil penelitian
kuman Neisseria

terhadap uji sensitivitas

gonorrhoeae terhadap beberapa antibiotik
adalah sebagai berikut: amoxicillin (83%),
ciprofloxascin  (67%), (67%)*,
seftriaxon (51.2%) dan sefiksim (62.1%)"".

kanamycin

Permasalahan resistensi  bakteri
terhadap antibiotik merupakan masalah yang
terjadi diseluruh dunia. Salah satu cara yang
dapat mencegah terjadinya resistensi antibiotik
adalah penggwn antibiotik secara rasional
yang meliputi pengobatan yang sesuai dengan
kebutuhan klinisnya, pemberian dosis yang
sesuai dengan kebutuhannya dalam kurun

tu yang adekuat '>. Hal ini dapat
menyebabkan angka kesembuhan menurun,
tidak tuntas, angka

pengobatan  yang
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kekambuhan yang semakin meningkat dan
angka penularan yang semakin tinggi''.

Berdasarkan  uraian  diatas  dan
mengingat angka kejadian infeksi gﬁmre yang
meningkat maka perlu dilakukan identifikasi
bakteri

terhadap antibiotik

Neisseria

sefiksim.

dan uji  sensitivitas
gonorrhoeae
Penelitian ini dilakukan pada Pekerja Seks
Komersial yang berisiko tinggi terinfeksi
bakteri dan menularkannya pada orang lain.
sensitivitas ~ Neisseria

Penelitian tentang

gonorrhoeae terhadap antibiotik sefiksim
masih sedikit dilakukan sehingga penelitian ini
diharapkan dapat menambah rujukan tentang
pola sensitivitas  Neisseria gonorrhoeae
sehingga dapat membantu dalam ﬁmi]ihan
obat Neisseria

yang sesuai untuk terapi

gonorrhoeae terhadap antibiotik.

METODE PENELITIAN

Jenis penelitian adalah deskriptif.
Pengambilan sampel dilakukan di Puskesmas
I DenpasaraSe]atan. Identitikasi dan uji
sensitivitas di Laboratorium Bakteriologi
Jurusan Laboratorium  Medis

Poltekkes

Teknologi
Kemepkes Denpasar. Populasi
dalam penelitian ini adalah seluruh Pekerja
Seks Komersial yang melakukan pemeriksaan
di Puskesmas II Denpasar Selatan selama
an April — Juni 2018 berjumlah 66 pasien.
Pengambilan sampel dilakukan dengan teknik
Purposive Sampling dengan kriteria yaitu:

bersedia untuk diikutkan dalam penelitian

dengan menandatangani informed concent,
tidak sedang mengalami menstruasi, tidak

sedang hamil, dan tidak sedang menjalani

terapi  antibiotik. Jumlah sampel yang
didapatkan berdasarkan kriteria tersebut
adalah Sﬁampe] swab vagina.

Alat-alat yang digunakan dalam

penelitian ini adalah neraca analitik (Radwag),
autoklaf (§X-500, Tomy), inkubator (TO1892,
Esco), Bio Safety (Biobase),
mikroskop (olympus), api bunsenﬁ]as beaker

Cabinet

(Iwaki-Pyrex), Erlenmeyer (Iwaki-Pyrex),
tabung reaksi (/waki-Pyrex), rak tabung reaksi,
petridish, coolbox, ose bulat disposable, objek
glass, lidi kapas (cotton swab), rak pencucian,
spektrofotometer McFarland (BioSan) dan
pinset. Adapun bahan-bahan yang digunakan
antara lain media Start (Oxoid), media GC
agar (Oxoid) atau Thaver Martin, cakram
Antibiotik Sefiksim (Oxoid), darah kambing,
NaCl 0.9%, standar McFarland, minyak
emersi, pewarna Gram, akuades, kertas label,
alumunium foil, kapas berlemak, tissue,
larutan hidrogen peroksida dan alkohol 70%.
Pengambilan sampel pemeriksaan
dilakukan dengan teknik swab vagina. Sampel
hasil swab dimasukkan ke dalam medium
ansport  Stuart, kemudian diinokulasikan
pada media Thayer Martin dan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam a)gan kadar
CO? 5%. Koloni bakteri yang tumbuh pada
media diidentifikasi

selanjutnya dengan

pewarnaan gram, uji katalase, dan uji

Meditony | ISSN Online : 2549-1520, ISSN Cetak : 2338 — 1159, Vol. 9, No. 1, Juni 2021
Him. 1 — 11, http://ejournal.poltekkes-denpasar.ac.id/index php/M 3




1
Pradnyadhita, A., dkk., Identifikasi dan Uji Sensitivitas Bakteri Neisseria Gonorrhoeae Terhadap
Antibiotik Sefiksim Pada Pekerja Seks Komersial di Puskesmas II Denpasar

Selatan

oksidase. Bakteri Neisseria gonorhoeae yang
teridentifikasi kemucﬁ diuji sensitifitasnya
terhadap sefiksim den metode difusi
cakram atau Kirby-Bauer. Suspensi bakteri 0.5
McFarland setara dengan 1.5 x 10® CFU/ml
dibuat menggunakan densitometer kemudian
diinokulasikan secara merata pada permukaan
media GC Agar menggunakan lidi kapas steril.
Cakram  antibiotic  sefiksim  selanjutnya
ditempelkan pada permukaan media yang
telah diinokulasikan denﬁ] suspensi kuman.
Media diinkubasi pada inkubator pada suhu

37°C, dengan kadar CO, 5 % selama 24 jam.

Zona hambat yang terbentuk selanjutnya

diukur dan dikategorikan sensitifitasnya
berdasarkan peraturan CLSI".

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Identifikasi Bakteri Neisseria
gonorrhoeae dari Sampel Swab Vagina
Hasil kultur sampel swab vagina pada
pekerja seks d(omersial yang melakukan
pemeriksaan Infeksi Menular Seksual di
Puskesmas II De ar Selatan selama bulan
April — Juni 2018 ditunjukkan pada Tabel 1 di
bawah ini :

Tabel 1. Hasil Kultur Sampel Swab Vagina pada Media Thayer Martin

No Pertumbuhan Jumlah Presentase (%)
1 Terdapat pertumbuhan 30 100
2 Tidak terd a@)ertumbuhan 0 0
Total 30 100

Berdasarkan tabel 1 di atas dapat
diketahui bahwa semua sampel swab vagina
(30 sampel) vang diinokulasikan pada media
Martin ~ menunjukkan

E

Thayer

adanya

pertumbuhan bakteri. Karakteristik koloni
g tumbuh pada media Thaver Martin

ditunjukkan pada Gambar 1 di bawah ini :

Gambar 1. Hasil inokulasi sampel swab vagina pada media Thayer Martin

2
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Koloni yang tumbuh pada media
Thayer Martin kemudian diidentifikasi dengan

pengecatan gram, uji oksidase, dan uji

katalase dengan hasil ditunjukkan pada Tabel

2 di bawah ini :

Tabel 2. Hasil Pengecatan Gram, Uji Oksidase, dan Uji Katalase Isolat Bakteri dari Media

Thayer Martin
No Uji yang dilakukan Hasil Jumlah Interpretasi
| Pewarnaan Gram Diplococcus Gram 16 Diduga Neisseria
- gonorrhoeae
Coccus Gram + 14 Negatif Neisseria
gonorrhoeae
2 Uji Oksidase Positif 13 Diduga Neisseria
gonorrhoeae
Negatif 3 Negatif Neisseria
gonorrhoeae
3 Uji Katalase Positif 6 Positif Neisseria
gonorrhoeae
Negatif 7 Negatif Neisseria
gonorrhoeae

Berdasarkan Tabel 2 di atas sebanyak

6 isolat (20 %) dari 30 isolat yang

teridentifikasi merupakan bakteri Neisseria

gonorrhoeae. Neisseria gonorrhoeae

merupakan suatu bakteri patogen yang

menyebabkan salah satu penyakit infeksi

menular seksual yaitu gonore. Penularan

panyakit inbme]a]ui kontak seksual yang
menyerang permukaan mukosa pada organ
urogenital (leher rahim, uretra, dan relctum)g.

Isolasi dan identifikasi Neisseria

gonorrohoeae pada 30 sampel swab vagina

pekerja seks komersial vang melakukan

pemeriksan infeksi menular seksual di

Puskesmas II Denpasar Selatan meliputi
berbagai macam uji di antaranya adalah kultur

pada medi:h selektit ~ Thayer  Martin,
pengecetan gram, uji

katalase.

oksidase dan uji

Proses isolasi bakeri Neisseria

gonorrhoeae dilakukan dengan mengkultur

pada media selektif yaitu media Thayer

Martin. Bakteri  Neisseria  gonorrhoeae
merupakan suatu bakteri fastidious atau
membutuhkan syarat pertumbuhan yang

kompleks yaitu dengan nutrisi dan lingkungan
yang khusus. Sehingga diperlukan media
khusus yang dapat menyediakan kebutuhan
nutrisi w diperlukan dalam pertumbuhan
bakteri ini. Salah satu media yang dapat
dalam bakteri

digunakan mengkultur
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Neisseria gonorrhoeae adalah media Thayer
Martin.

Media Thayer Martin mengandung
berbagai nutrisi yalﬁ dibutuhkan untuk
pertumbuhan bakteri Neisseria gonorrhoeae
yaitu harus mengandung substansi organik
seperti darah yang dipanaskan, hemin dan
protein hewani®.

Hasil kultur sampel swab vagina pada
media Thayer Martin menunjukkan sebanyak
30 sampel (100 %) terdapat pertumbuhan

bakteri. Karakteristik koloni bakteri

yang
tumbuh dapat dilihat pada Gambar 1 dengan
bentuk cembung, berkilau dan nonhemolitik,
yang merupakan karakeristik koloni bakteri
Neisseria gonorrhoeae'a. Koloni yang tumbuh
pada media Thayer Martin diidentifikasi
dengan pengecatan Gram untuk mengamati
morfologi bakteri. Data pada Tabel 2
menunjukkan dari hasil pengecatan Gram
didapatkan 16 isolat yang termasuk ke dalam
bakteri gram negatif berbentuk diplococcus.
Bakteri yang memiliki karakteristik gram
negatif dan berbentuk diploccocus merupakan
bakteri yang diduga Neisseria gonorrhoeae.
Bakteri Neisseria gonorrhoeae
memi]ikéd(amkteristik mikroskopis dengan
negatift dan  berbentuk

sifat  Gram

diplocogeus'®. Bakteri gram negatif akan
terlihat berwama merah saat diamati dibawah

ikroskop. Hal ini berdasarkan karakteristik
dinding sel bakteri gram nega&yang tersusun
dari lapisan lipopolisakarida yang tidak dapat

empertahankan zat warna utama (kristal
2

violet) setelah pembilasan dengan alkohol,
sehingga zat warna utama akan luntur dan
bakteri bakteri akan menyerap zat warna
safranin yang merupakan counter stain'”,
Pengklasifikasian kelompok bakteri
berdasarkan Gram didasari terhadap struktur
sel dan respon bakteri terhadap pewarnaan
gram”. Dari 16 isolat dengan karakteristik
gram negatif berbentuk diplococcus yang
merupakan  bakteri  terduga  Neisseria
gonarrhoeae kemudian diidentifikasi lebih
lanjut dengan uji oksidase dan uji katalase.
Hasil uji oksidase pada Tabel 2

menunjukkan 13 isolat positif oksidase. Uji

oksidase murupakan salah satu  kunci
identifikasi dari bakteri Neisseria
gonorrhoeae. Bakteri ini memiliki enzim
Cytochrome C  Oxidase  yang  akan
menimbulkan warma ungu pada striptest
oksidase yang menandakan hasil positif

oksidase’. Selain positif pada uji oksidase,
Neisseria gonorrhoeae juga menunjukkan
reaksi positif pada uji katalase. Berdasarkan
Tabel 2 di atas, 6 dari 13 isolat yang diuji
menghasilkan reaksi positif katalase. Bakteri
Neisseria gonorrhoeae merupakan bakteri
yang memiliki karakteristik katalase positif”.

Uji katalase merupakan uji

identifikasi untuk mengidentifikasi suatu

bakteri yang memiliki enzi katalase

(cytochrome oxidase enzymes), hasil positif
dari uji ini ditunjukkan dengan adanya
gelembung udara (oksigen) yang dihasilkan
setelah  penambahan

reagen  hidrogen
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peroksida (H.0.)*. Dari serangkaian uji
identifikasi yaitu kultur pada media Thyer
Martin, pengecatan gram, uji oksidase dan uji
katalase dengan karakteristik bakteri gram
negatif berbentuk diplococcus, oksidase
positif dan katalase positif, dapat dilihat pada
Tabel 2 bahwa dari 30 sampel swab vagina
pekerjas seks komersial yang diuji didapatkan
6 isolat (20 %) yang teridentifikasi sebagai
bakteri Neisseria gonorrhoeae.

tingginya angka kejadian gonore

Beberapa faktor yang menyebabkan
adalah
tingkat penularan yang tinggi, masa inkubasi
yang pendek. tingkat karier asimtomatis yang

tidak adanya imunitas protektif,

tinggi,
peningkatan resistensi antibiotik, dan prilaku
penelitian  lain

scksual''.  Berdasarkan

menunjukkan pekerja seks komersial memiliki

resiko tinggi terinfeksi bakteri Neisseria

16

gonorrhoeae . Selanjutnya isolat yang telah

teridentifikasi sebagai Neisseria gonorrhoeae

diuji  sensitivitasnya terhadap antibiotik
sefiksim
Uji  Sensitivitas  Bakteri  Neisseria

gonorrhoeae terhadap Antibiotik Sefiksim
Hasil uji sensitivitas pada 6 isolat

bakteri  Neisseria gonorrhoeﬁ terhadap

antibiotik sefiksim ditunjukkan pada Tabel 3

di bawah ini :

Tabel 3. Diameter Zona Hambat Antibiotik Sefiksin Pertumbuhan Bakteri Neisseria

Gonorrhoeae
54 o
No ?ode Isolat gl:;:: ::r(n“z“o)na Interpretasi
1 PSK 5 10 mm Resisten
2 PSK 10 20 mm Resisten
3 PSK 13 19.2 mm Resisten
4 PSK 17 9.2 mm Resisten
5 PSK 19 222 mm Resisten
[ PSK 23 12,1 mm Resisten

Ket* : Penggolongan (sensitif =31 mm dan resisten <31 mm)

Berdasarkan Tabel 3 di atas diketahui

bahwa dari 6 isolat bakteri Neisseria

gonorrhoeae  yang diuji  sensitivitasnya
terhadap sefiksim, seluruh isolat mengalami
peningkatan resistensi vang ditandai dengan

ukuran zona hambat lebih kecil dibandingkan
dengan standar Clinical Laboratory Standart
Institute. Pemilihan antibiotik sefiksim pada
ne]itian ini berdasarkan dengan pilihan
pengobatan yang dianjurkan oleh Kementerian

Kesehatan Republik Indonesia untuk infeksi
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gonore tanpa komplikasi. Sedangkan pilihan

lainnya adalah kanamisin, seftriakson, atau
tiamfenikol’. Hasil uji sensitivitas seperti yang
disajikan dalam Tabel 2, diketahui

schanyak 6

bahwa
isolat positif bakteri Neisseria
gonorrhoeae dengan presentase (100 %) resisten
terhadap antibiotik sefiksim. Resistensi bakteri
terhadap antibiotik sefiksim ditandai dengan zona
hambat vang terbentuk disekeliling cakram
antibiotic yang memiliki ukuran lebih kecil
dibandingkan dengan standar Clinical Laboratory
Standart Institute yaitu sebesar 31 mm. Zona
hambat sefiksim terhadap Neisseria gonorrhoeae
dianggap resisten jika memiliki diameter kurang

pada

dari 31 mm"",

Pembacaan hasil uji  sensitivitas
penelitian ini dilakukan secara kualitatif yaitu
dengan pengamatan secara visual terhadap
terbentuknya zona hambat disekitar cakram
antibiotik,  sedangkan

dilakukan

pengukuran  secara

kuantitatif dengan  melakukan
pengukuran besar zona hambat disekitar cakram
antibiotik dengan menggunakan jangka sorong.
Seluruh isolat bakteri Neisseria gonorrhea yang
diuji dalam penelitian ini menunjukkan resisten
terhadap antibiotik sefiksim. Hasil penelitian lain
menunjukkan sensitivitas Neisseria gonorrhoeae
terhadap antibiotik sefiksim terus mengalami
peningkatan yaitu sebesar 10.3 %", 48 8 %', dan
75 %". Perbedaan éﬂsi] uji  sensitivitas ini
disebabkan karena pengobatan gonore lebih
bersifat epidemiologi dibandingkan dengan
individual, oleh karena itu data epidemiologi

aengenai resistensi gonore terhadap antibiotik

dapat dijadikan pedoman sebagai rekomendasi
pengobatan infeksi gonore'.

Terjadinya peningkatan resistensi bakteri
terhadap antibiotik sefiksim dapat diakibatkan
oleh berbagai faktor. Faktor pendukung yang
paling besar terjadinya resistensi antibiotika
adalah berasal dari subjek penelitian. Penurunan
suseptibilitas antibiotik dilaporkan paling banyak
terjadi pada pekerja seks komersial''. Hal yang
mengakibatkan terjadinya penurunan sensitivitas
antibiotik adalah karena pekerja seks komersial
sering kali berganti-ganti pasangan seksual dan
melakukan hubungan seksual yang tidak aman
schingga meningkatkan resiko terjadinya infeksi
gonore’. Selain itu, bebasnya penjualan antibiotika
dan penggunaan dosis obat yang tidak tepat
menjadi faktor lain penyebab terjadinya resistensi
antibiotika. Pekerja seks komersial terbiasa
membeli dan meminum obat antibiotik tanpa
resep dokter. Sehingga hal ini dapat
mengakibatkan peningkatan masalsh resistensi
obat antibiotik terhadap infeksi bakteri khususnya
pada kasus infeksi gonore'®.

Selain faktor vang berasal dari subjek
penelitian faktor dari mekanisme pertahanan
bakteri terhadap obat juga mendukung terjadinya
resistensi antibiotik. Antibiotik yang digungkan
dalam penelitin ini adalah antibiotik sefiksim yang
merupakan antibiotik golongan  sefalosporin
generasi ketiga yang bersifat spektrum luas. Setiap
golongan antibiotik memiliki cara kerja yang
berbeda. Untuk mengetahui bagaimana kerja
suatu agen antimikroba atau antibiotik, perlu

dipahami struktur sel suatu bakteri dan bagaimana
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suatu agen antimikroba tersebut bekerja terhadap
sel target pada bakteri”. Mekanisme kerja dari
antibiotik golongan sefalosporin adalah dengan
menghambat sintesis dinding sel suatu bakteri
dengan mengikat Penicilin-Binding Protein (PBP)
sehagai reseptor obat yang terdapat dalam
membran  sitoplasma  bakteri  Neisseria
gonorrhoege.

kerja dari PBP akan mencegah 1kﬁm rantai

Sehingga dengan menghambat

peptida vang mengakibatkan lisisnya dinding sel
bakteri dan mempengaruhi struktur sel dan
mengakibatkan kematian pada bakteri tersebut™.
Resistensi bakteri Neisseria gonorrhoeae terhadap
antibiotik  golongan  sefalosporin  khususnya
sefiksim diduga melalui mekanisme molekuler
terbentuknya

seperti mosaik penA-X yang

KESIMPULAN
Hasil identifikasi menunjukkan 6 dari
30 (20 %) sampel swab vagina Pekerja Seks

Komersil yang melakukan pemeriksaan di

Puskesmas II Denpasar Selatan terdapat
bakteri Neisseria gonorrhoeae. Hasil uji
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Abstrak

KWT Yayasan Taksu Tridatu memiliki lahan kelapa yang luas, namun pengolahan kelapa menjadi produk
ekonomis belum dilakukan, sehingga dibutuhkan pelatihan membuat VCO dan diversifikasinva. Hal ini
dilakukan selain nantinya memperoleh keuntungan secara ekonomis, tetapi dapat meningkatkan kualitas
kesehatan dengan namﬁmxkan VCO dalam terapi perawatan dan mengatasi berbagai macam penyakit.
Metode pengabdian yang dilakukan dalam kegiatan pengabdian padma.c}arakax ini yaitu pelatihan dan
pendampingan, pembuatan media promosi, penelusuran kerjasama. JTenis permasalahan yang ditangani
dalam program ini ipmi aspek produksi dan manajemen usaha VCO serta pemanfaatannya dalam
bidang kesehatan. Aspek produksi mngan melatih ibu-ibu memproduksi VCO (pembuatan, kontrol
kualitas, diversifikasi, pengemasan), sedangkan manajemen usaha dengan mengadakan kerjasama dengan
penginapan, rumah makan, warung, toko oleh-oleh di Nusa Penida. Hasil kegiatan ini meliputi (1) KWT
Yayasan Taksu Tridatu memiliki kete rampilan dalam pembuatan VCO dan diversifikasi produknya menjadi
VCO dengan aromaterapi jasmin dan cendana; (2) Kelompok mitra binaan memiliki keterampilan
mengolah limbah blondo menjadi sabun alami dengan serbuk daun kelor dan daun intaran; (3) Kelompok
mitra binaan memiliki aktivitas memproduksi VCO dan diversifikasinya untuk dipasarkan ataupun
dimanfaatkan untuk kesel“am; (4) Pemahaman mitra binaan dapat meningkat dengan adanya pelatihan
vang telah dilakukan dari hasil pre tes dan pos tes yang telah dilakukan.

Kata kunci: virgin coconut oil, sabun organik, aromaterapi, kelapa
Abstract

The Taksu Tridatu Foundation's women's farmer group has a large coconut area, but the processing of
coconut into an ef()u'f product has not been carried out, so training is needed to make VCO and its
diversification. This is expected to improve the quality of health by utilizing VCO in therapeutic treatments
and overcoming various diseases. Service methods carried out in community service activities are training
and mentoring, making promotional media, tracking cooperation. The types of problems handled in this
program include aspects of production and busine ss management of VCO and their use in the health sector.
The production aspect is by training women to produce VCO (manufacturing, quality control,
diversification, packaging), while business management is carried out by collaborating with inns,
restaurants, stalls, souvenir shops in Nusa Penida. The results of this activity include (1) female farmers
have skills in making VCO and aromatherapy products of jasmin and sandalwood; (2) female farmers have
the skills to process blondo waste into natural soap; (3) female farmers have activities to produce VCO
and diversify them to be marketed or used for health; (4) The understanding of the fostered partners can
be improved with the training that has been done.

Keywords: virgin coconut oil, organic soap, aromatherapy, coconut
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1. PENDAHULUAN

Nusa Penida merupakan salah satu kecamatan
yang ada di Kabupaten Klungkung. Nusa Penida
sekarang ini merupakan salah satu kawasan wisata favorit
di Bali dan memberikan perubahan terhadap aktivitas
masyarakat. Untuk mencapai pulau ini harus menyebrasi
selat Badung menggunak speed boat, ferry, ataupun
perahu. Adanya kemajuan yang pesat ini tentu
dibutuhkan kesiapan sumber daya manusia dan kesehatan
masyarakatnya, sehingga pariwisata memberikan
dampak positif terhadap ekonomi dan kesehatan
masyarakat. Selama ini belum ada produk lokal Nusa
Penida yang menjadi produk oleh-oleh, sehingga ke
depannya dibutuhkan suatu produk lokal yang bernilai
ekonomis. Produk yang bisa dikembangkan yaitu produk
virgin coconut oil (VCO) di desa Ped, kecamatan Nusa
Penida, Kabupaten Klungkung. Produk ini sangat baik
dikembangkan dengan memberdayakan komunitas
wanita tani yang ada di desa ini. Salah satu komunitas
yang ada di desa Ped adalah kelompok wanita tani (KWT)
Yayasan Taksu Tridatu.

KWT Yayasan Taksu Tridatu telah terorganisir
dan melakukan berbagai kegiatan seperti pertanian
organik di pekarangan, pengelolaan sampah dan
membuat olahan pangan lokal. Masing-masing anggota
memiliki kebun kelapa yang luas dan biasanya kelapa
hanya diolah menjadi minyak goreng dan hasil limbahnya
digunakan sebagai pakan ternak. Kelompok ini
mengetahui kelapa dapat diolah menjadi VCO, namun
masih terkendala pengetahuan dan cara pembuatannya.
Oleh karenaitu, KWT ini menginginkan adanya pelatihan
pembuatan VCO dan diversifikasi produk serta
pemanfaatan produk dalam kesehatan. Hal ini dibutuhkan
selain nantinya memperoleh keuntungan secara ekonomis
tetapi dapat meningkatkan kualitas kesehatan dengan
memanfaatkan VCO dalam terapi perawatan dan
mengatasi berbagai macam penyakit. VCO bermanfaat
untuk kesehatan seperti antiinflamasi, antianalgesik,
antipiretik, antioksidan, dan antimikroba (Dumancas et
al., 2016).

n Peluang untuk mengembangkan produk olahan
8lapa berupa VCO di Desa Ped masih terbuka lebar
irena permintaan pasar yang meningkat seiring dengan
“ju pertambahan penduduk dan kemajuan ilmu
ngetahuan yang menyadari keunggulan dari VCO yang
baik bagi kesehatan dengaan harga yang sangat
terjangkau untuk semua kalangan. Selain itu lokasi KWT
sangat dekat dengan pelabuhan sehingga mempermudah
dalam hal pemasaran. VCO merupakan produk yang
memiliki prospek ke depan, karena memiliki manfaat
yang banyak untuk kesehatan dan menjadi produk
unggulan Nusa Penida sebagai kawasan destinasi wisata.
Hal ini didukung pula Yayasan Taksu Tridatu yang
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memiliki training center akan menjadi tempat belajar atau
kunjungan bagi wisatawan tentang kegiatan KWT dan
termasuk dalam jaringan ekowisata desa (JED).

Kegiatan pengabdian masyarakat ini memiliki
tujuan sebagai berikut: (1) memberikan pendampingan
dan pelatihan mengenai produksi VCO dan diversifikasi
produknya; (2) memberikan pendampingan tentang cara
pengemasan dan teknik pemasaran produk; (3)
memberikan buku pedoman tentang deskripsi produk
VCO dan manfaatnya dalam bidang kesehatan; (4)
memberikan teknik sederhana dalam memanfaatkan
VCO dalam mengatasi permasalahan kesehatan.

2. BAHAN DAN METODE

Metode pengabdian yang dilakukan dalam
kegiatan pengabdian pada masyarakat ini yaitu pelatihan
dan pendampingan, pembuatan media promosi,
penelusuran kerjasama. Pelatihan dan pendampingan
dilakukan dalam kegiatan proses pengolahan kelapa
menjadi  VCO, cara pengemasan dan teknik
pemasarannya, serta pola pemanfaatan VCO dalam
bidang kesehatan. Pendampingan dilakukan agar
kelompok mitra sampai terampil memproduksi produk
VCO  dan  diversifikasinya  serta  memahami
pemanfaatannya dalam bidang kesehatan. Pada kegiatan
pelatihan diberikan pre test dan post test untuk
mengetahui peningkatan pemahaman peserta. Adanya
peningkatan pemahaman dapat dilihat dari analisis nilai
pretest dan postest yang berbeda nyata. Pembuatan media
promosi dilakukan untuk memberikan bentuk media yang
dipergunakan pada saat memasarkan kepada masyarakat
luas, sehingga dapat mempermudah mitra melakukan
promosi. Penelusuran kerjasama dilakukan untuk
memperkuat dan menjaga keberlanjutan program.
Kerjasama ini antara kelompok mitra dengan kampus,
kelompok mitra dengan pelaku wisata, sehingga ke
depannya produk yang dihasilkan memiliki kelancaran
dalam proses produksi dan penjualannya. Kegiatan yang
dilaksanakan dalam pengabdian masyarakat yaitu:(1)
Koordinasi kegiatan, dilakukan dengan KWT Taksu
Tridatu mengenai persiapan pelaksanaan kegiatan serta
tenaga lapangan yang membantu dalam proses pelatihan;
(2) Penentuan jadwal pelatihan dan pendampingan,
dilakukan setelah kegiatan koordinasi, sehingga
diperoleh jadwal yang sesuai dengan kesibukan peserta
dan waktu dalam pelatihan; (3) Penyusunan Booklet
Tentang VCO dan pemanfaatannya, disusun oleh
pengabdi dan diberikan kepada peserta; (4) Persiapan alat
dan bahan pelatihan seperti peralatan dalam pembuatan
santan untuk VCO dan sabun, bahan kelapa dan bahan
pembuatan sabun organik (NaOH, serbuk daun kelor dan
daun intaran); (5) Pelatihan, dalam kegiatan pelatihan
dilakukan terlebih dahulu mengenai pemaparan tentang
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VCO dan prospek ke depannya, serta manfaatnya bagi
kesehatan. Sebelum dilakukan pelatihan, peserta
diberikan pre test. Kemudian di akhir kegiatan pelatihan,
peserta diberikan post test. Pendistribusian buku VCO
juga dibagikan saat kegiatan pelatihan. Urutan kegiatan
pelatihan meliputi pemberian pre test, pemaparan materi,
Tanya jawab, pemberian buku dan brosur, pembuatan
VCO, serta pengemasan dan pelabelan. Dalam
pembuatan VCO, produk yang dihasilkan yaitu VCO
original dan aromaterapi. Dalam kegiatan pelatihan,
peserta dibagi menjadi tiga kelompok setiap harinya.
Tujuannya agar tetap dapat dilakukan protokol kesehatan,
seperti jaga jarak, penggunaan masker, dan pembatasan
berkerumun maksimal 25 orang; (6) Pendampingan,
dilakukan saat kegiatan pelatihan dan setelah pelatihan.
Tujuannya adalah memberikan bimbingan dan
dampingan kepada peserta dalam proses pembuatan VCO
dan memotivasinya untuk terus melakukan produksi serta
membantu  dalam proses pemasaran; (7) Pemasaran
Produk, produk VCO merupakan produk yang aman bagi
kesehatan, sehingga setelah pelatihan, produk VCO yang
telah dikemas langsung dipasarkan. Pemasaran dilakukan
di warung-warung, restaurant, dan toko strategis di Nusa
Penida, homestay atau villa di Nusa Penida, jasa spa,
kampus Poltekkes Kemenkes Denpasar, serta melalui
media social; (8) Penelusuran Kerjasama, dilakukan
dengan pemilik warung-warung, restaurant, dan toko
strategis di Nusa Penida, homestay atau villa di Nusa
Penida, dan kampus Poltekkes Kemenkes Denpasar; (9)
Evaluasi Kegiatan, dilakukan dengan memberikan post
test setelah pelatihan, serta evaluasi hasil produksi dan
penjualan produk.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Kegiatan pengabdian dilakukan dari kegiatan
penjajakan, pelaksanaan kegiatan dan tindak lanjut
kegiatan. Pelaksanaan pelatihan dilakukan pada tanggal
17, 18, dan 19 Agustus 2020. Peserta yang terlibat dalam
pelatihan in1 adalah kelompok wanita tani Yayasan Taksu
Tridatu sebanyak 30 orang. Dalam proses pelatihan yang
dilakukan selama tiga hari, peserta dibagi menjadi tiga
kelompok. Pelatihan yang diberikan adalah pemilahan
kelapa yang baik, alat-alat yang akan digunakan dalam
pembuatan VCO, teknik pembuatan santan, teknik
fermentasi VCO, pemanenan atau penyaringan VCO,
serta tenik pengemasan dan pemasaran. Pada saat proses
pelatihan dibagikan pamflet, brosur tentang pembuatan
VCO dan buku tentang pemanfaatan VCO.

Kelapa yang dipergunakan dalam proses
pembuatan VCO adalah kelapa yang tua, tidak busuk,
warna kulit kelapanya cokelat, dan belum tumbuh
tunas(Karta & Sarasmita, 2013). Alat-alat yang
dipergunakan dalam pembuatan VCO harus tersendiri
dan tidak bercampur dengan peralatan dapur lainnya. Hal
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ini perlu dilakukan agar dalam proses pembuatan, VCO
tidak terkontaminan atau ada bau. Pada pembuatan
santan, kelompok tani menggunakan air hangat untuk
mencampurkan dengan kelapa yang telah diparut.
Kemudian, diperas dengan baik. Proses pemerasan ini
merupakan proses yang sangat penting. Kekuatan dalam
memeras akan berdampak pada banyak atau sedikit VCO
yang dihasilkan. Dalam kegiatan pelatihan ini,
masyarakat diberikan masing-masing sepuluh butir
kelapa untuk diproduksi menjadi VCO di rumahnya
masing-masing setelah proses pelatihan.

Pada proses pelatihan, kelompok 1 dengan 20
butir kelapa memperoleh VCO sebanyak 2.3 liter VCO;
kelompok 2 memperoleh 1,7 liter VCO, dan kelompok 3
memperoleh 2 liter VCO. Kelompok 2 lebih sedikit
memperoleh VCO karena pesertanya lebih banyak
peserta muda, sehingga tidak banyak berpengalaman
dalam memeras santan. Blondo dengan VCO yang belum
terpisah  kemudian disaring dengan  sederhana
menggunakan corong yang diisi kertas saring dan kapas.
Kelompok tani menyampaikan dalam proses pembuatan
VCO, proses pengambilan VCO dari blondonya
merupakan proses yang sulit. Hal ini karena, jika salah
dalam pengambilan maka bisa bercampur dengan air
ataupun menjadi kotor. Ini ditandai dengan warna VCO
yang keruh putih, tidak bening seperti air.

Pada  pelathan, juga diberikan teknik
pengemasan dan pembuatan campuran dengan
aromaterapl. Aroma yang digunakan yaitu jasmine dan
cendana. Pelatihan ini dilakukan untuk membuat variasi
produk tentang VCO. Dalam proses pengemasan,
masyarakat juga diberikan pemahaman tentang
pemanfaatan VCO untuk kesehatan, perawatan kulit dan
rambut. Pemahaman ini dilakukan agar mas yarakay dapat
secara mandiri dapat memasarkan produk yang telah
dibuat. Setelah hasil pelatihan, dilakukan tindak lanjut
pembuatan VCO di masing-maisng rumah tangga. Rata-
rata mereka peroleh dengan 10 butir kelapa adalah 800 —
1200 mL VCO. VCO yang telah dibuat ada yang
dipergunakan sendiri untuk pijat bayi, sebagai minyak
urut, dan ada yang dijual. Penjualan dilakukan secara
mandiri dan juga dipajang di outlet produk khas Nusa
Penida Rumah Belajar Taksu Tridatu.
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Gambar 1 Pelatihan dan VCO yang dihasilkan dari
pelatihan

Pada pelatihan ini untuk mengetahui adanya
perubahan pemahaman pada peserta, maka dibagikan
kuisioner. Dalam kuisioner terdapat 20 pertanyaan yang
berisi tentang pemahaman tentang VCO, teknik
pembuatan, dan manfaatnya untuk kesehatan. Hasil uji
nilai pre dan post tes dihasilkan pada Tabel 1.

Tabel 1 Paired Samples Statistics

Paired Samples Statistics
Std. Error
Mean N Std. Deviation Mean
Pair1  pretest 68.17 30 14.049 2.565
Postest 81.83 30 5.645 1.031

Tabel Paired Samples Statistics menunjukkan
ilai deskriptif masing-masing variabel pada sampel
berpasangan. T Awal mempunyai nilai rata-rata (mean)
68,17 dari 30 data. Sebaran data (Std. Deviation) yang

roleh adalah 14049 dengan standar error 2,565. Tes
nz:lir mempunyai nilai rata-rata (mean) 81,83 dari 30
data. Sebaran data (Std.Deviation) yang diperoleh 5,645
dengan standar error 1031. Hal ini menunjukkan tes
@Bhir pada data lebih tinggi dari pada tes awal. Rentang
sebaran data tes akhir menjadi semakin sempit dan
dengan standar error yang semakin rendah.

Tabel 2 Paired Samples Test

Paired Sanpes Test
Paired Diferenies
95% Confidence Inleeval o e
Difeence
. Emr
Mean [ 8td Desicion | Mean Lotet \oger L if | Gin, (aied] |
Part preest- Postesl | 12687 13054 1548 |88 Q45 | 636 b} Ju|

Berdasarkan Tabel 1, nilai signifikansi (2-tailed)

adalah 0.000 (p < 0.05). Sehingga hasil test awal dan

t akhir mengalami perubahan yang signifikan (berarti).
dasarkan statistika deskriptif tes awal dan tes akhir
terbukti test akhir lebih tinggi. Oleh karena itu dapat

disimpulkan  pelathan  pembuatan VCO  dapat
meningkatkan pemahaman kelompok tani tentang
pembuatan VCO. Berdasarkan hasil SEM, VCO

memberikan efek kerusakan dan membuat lubang pada
dinding cel bakteri (Widianingrum et al.,, 2019).
Kandungan asam laurat dalam VCO memiliki sifat efek
antibakteri, antivirus, dan antiprotozoa. Asam laurat
dapat membunuh bakteri gram positif dengan merusak
membran sel bakteri, dan menyebabkan terjadinya lisis
membran dan pertumbuhan bakteri menjadi terhambat
(Gayatri et al., 2017). VCO dapat sebagai antiinflamasi
dengan cara menekan penanda inflamasi dan melindungi
kulit melalui peningkatan fungsi pelindung kulit (Varma
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et al., 2019). VCO mengandung asam laurat yang
berfungsi untuk menghaluskan dan melembabkan kulit
(Atmanto,  2019). Penggunaan VCO  dalam
penatalaksanaan dermatitis atopik merupakan salah satu
terapi topikal yang terbukti memiliki efek terapeutik yang
baik dan aman untuk topikal. Studi telah membuktikan
bahwa VCO menunjukkan sifat antioksidan, anti-
inflamasi, antibakteri, penyembuhan luka, dan pelembab
yang sangat penting dalam pengelolaan dermatitis atopik
(Yik-Ling Chew, 2018).

Selain pembuatan VCO, kegiatan lainnya yang
dilakukan sebagai tindak lanjut saat pelatihan adalah
pemanfaatan blondo yang masing mengandung minyak
kelapa diolah menjadi sabun. Sabun yang dibuat
merupakan hasil dari campuran minyak dari blondo
dengan bahan-bahan alam yang ada di Nusa Penida,
seperti daun kelor dan daun intaran yang telah kering.
Cara  pembuatannya  sangat sederhana  dengan
memberikan tambahan campuran dengan simplisia
masing-masing daun tersebut. Hasilnya diperoleh sabun
yang berbentuk unik dengan kualitas yang lebih baik,
karena minyak blondo memiliki kandungan hampir sama
dengan minyak VCO.

Sabun dari blondo VCO dengan perpaduan daun
kelor (Moringa oleifera Lam) dan daun intaran
(Azadirachta indica A. Juss) dapat dimanfaatkan untuk
ElWEl[Ell‘l kulit dan antibakteri. Daun kelor merupakan
tanaman g memiliki banyak manfaat di bidang
kesehatan. Hasil skrining fitokimia menunjukkan bahwa
ekstrak daun kelor ma;andung flavonoid, saponin,
terpenoid dan tanin. Ekstrak daun kelor memiliki
aktivitas  sebagai  antibakter1 terhadap  bakteri
Pseudomonas aeruginosa (Yunita et al., 2020). Sabun
dari bahan ekstrak daun intaran atau mim memiliki
manfaat untuk kesehatan kulit, diantaranya penggunaan
B)un padat ekstrak daun mimba berpengaruh terhadap
proses penyembuhan lesi scabies grade II (Murniati &
Rohmawati, 2018). Kedua jenis sabun ini termasuk dalam
jenis sabun organik. Sabun organik berbahan alami
memiliki peluang untuk dipasarkan pada tempat wisata
seperti penginapan dan spa di Bali (Ayu et al., 2021).
Dengan demikian hasil kegiatan pembuatan sabun
organik memberikan manfaat untuk kebutuhan sehari-
hari sebagai sabun antibakteri dan juga dipasarkan pada
pelaku pariwisata yang memiliki jasa penginapan dan
spa. Pembuatan sabun ini ke depannya dapat juga dengan
menambahkan ekstrak-ekstrak bunga seperti bunga
kenanga (Rita et al., 2019). Selain itu dapat dipadukan
dengan membuat sabuh padat transparan dari limbah
blondo dan VCO dengan ekstrak teh putih (Widyasanti &
Hasna, 2016).




Gambar 2 Pembuatan sabun alami dari minyak blondo
dan bahan alam

Hasil  kegiatan  pelatthan ini  diberikan
kesempatan mengikuti pameran di Edu Health Fair
Kementerian Kesehatan RI yang diselenggarakan di Mall
Taman Anggrek pada tanggal 4 — 6 Nopember 2020.

Kelompok wanita tani saat akhir pelatihan
menyampaikan bahwa dibutuhkan kerjasama ke
depannya dengan pihak kampus dalam membantu
pemasaran produk dan pengembangan diversifikasi
produk lainnya dari proses pembuatan VCO. Contohnya
pemanfaatan limbah “usam” kelapa parut sisa pembuatan
santan, air kelapa, batok kelapa, dan serabut kelapa.
Kelompok ini mengharapkan terus dilakukan kegiatan
pengabdian  selanjutnya  sehingga mereka  bisa
meningkatkan perekonomian dengan variasi produk
berbasis kelapa. Variasi tersebut seperti pemanfaatan
VCO untuk pembuatan lotion. Lotion VCO dapat
dikembangkan dengan menambahkan bahan lainnya
seperti lidah buaya, minyak mawar (Satheeshan et al.,
2020).

4. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil kegiatan dapat disimpulkan dari
kegiatan pengabdian pada masyarakat ini adalah (1)
Kelompok wanita tani (KWT) Yayasan Taksu Tridatu
memiliki keterampilan dalam pembuatan VCO dan
diversifikasi  produknya menjadi VCO dengan
aromaterapi jasmin dan cendana; (2) kelompok mitra
binaan memiliki keterampilan mengolah limbah blondo
menjadi sabun alami; (3) Kelompok mitra binaan
memiliki  aktivitas ~ memproduksi  VCO  dan
diversifikasinya untuk dipasarkan ataupun dimanfaatkan
untuk kesehatan, pemahaman mitra binaan dapat
menfflzkat dengan adanya pelatihan yang telah dilakukan
dari hasil pre tes dan pos tes yang telah dilakukan..
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Abstract

Early detection of hepatitis B in adolescents needs to be done conffidering the number of this age
group in Indonesia is quite large and will soon enter productive age. This community service activity
aims to increase knowledge about risk factors and how to control hepatitis B and to get an overview
of the HBs Ag examinatiorfffesults of the Ubud Region Tourism Vocational School students. The
activity was carried out at SMK Pariwisata Kertayasa and SMK Pariwisata Ganesha Ubud with a
total of 180 students involved. Students are given health education about risk factors and how to
control hepatitis B through direct exposure methods and leaflets. The screening examination was
carried out by checking the HBsAg antigen and anti-HBs blood by using the rapid test method. Most
of the students who became respondents were between 16-18 years old, as many as 177 people
(98.33%) and 132 people (73.33%) female. After being given health education, 94% of students had
good knowledge about hepatitis B, an increase from 25% before being given counseling. The results
of the screening examination showed that 1 student (0.56%) was infected with the Hepatitis B virus
(positive HBsAg) and 3 (1.67%) students had immunity to the Hepatitis B virus (Anti-HBs Positive).
Public Health Center (PHC) or institutions engaged in Hepatitis B control should increase health
promotion programs to schools so as to increase students' awareness and awareness of hepatitis B
infection. Hepatitis B screening should be used as one of the school programs in collaboration with
local PHC.

Keywords: Health education, HBsAg Screening, Hepatitis B

Pendahﬁum

Hepatitis merupakan magalah kesehatan masyarakat dunia terutama di negara-negara
berkembang termasuk Indonesia. Sebagian besar morbiditas dan mortalitas akibat Hepatitis virus
berhlﬂngan dengan Hepatitis B dan Hepatitis C yang kronis (KEMENKES RI, 2016). Berdasarkan
data Riskesda 2017, sebanyak 7.1% penduduk Indonesia mengidap Hepatitis B. Jumlah ini sedikit
lebih kecil dari dari data Riskeda 2013, sebesar 7.2 %. Sekitar 65% dan 75% daridrang—nrang

dengan HBV kronis dan infeksi HCV, masing-masing tidak menyadari status mereka. Sekitar 50%

— 08
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dari orang-orang ini memiliki penyakit hati yang berpotensi kronis dan 10% berpotensi menuju
fibrosis Eti yang dapat menyebabkan kanker hati.

Salah satu cara pencegahan hepatitis B adalah dengan pemberian imunisasi. Pengendalian
Hepatitis B dimulai dari penanganan pada ibu hamil yang mengidap hepatitis B serta pemberian
imunisasi pada bayi yang dilahirkan akan memutus rantai pertama penularan penyakit hepatitis B.
Pemberian imunisasi pada bayi ini merupakan langkah kunci dalam menciptakan generasi baru yang
bebas Hepatitis B (KEMENKES RI, 2013).

Imunisasi Hepatitis B di Indonesia umumnya diberikan pada kelompok usia dini (bayi) dan
masih jarang program imunisasi atau pemeriksaan yang ditujukan untuk kelompok remaja. Remaja
termasuk kelompok usia yang beresiko terkena hepatitis B melalui berbagai cara penularan dan perlu
dilakukan pencegahan sedini mungkin. Sebelum diberikan vaksinasi hepatitis B, status kesehatan
remaja terhadap hepatitis B perlu diketahui dengan melakukan pemeriksaan skriging hepatitis B,
dapat dengan cara mengecek ada tidaknya antigen virus di dalam tubuh atau kekebalan tubuh
terhadawirus hepatitis B.

Deteksi dini hepatitis B pada remaja perlu dilakukan mengingat jumlah kelompok usia ini di
Indonesia cukup besar dan akan segera memasuki usia produktif. Hasil skrining HBsAg pada
kelompok usia < 30 tahun yang mendonorkan darah menunjukkan persentase HBsAg positif paling
banyak. Sebanyak 3.61% sampel darah donor ditemukan positit HBsAg dengan preserﬁe terbanyak
dari kelompok umur < 30 tahun (39,01%) (Ventiani dkk, 2014). Skrining Hepatitis B pada remaja di
Surabaya dengan metode rapid test menunjuklﬁ 3.7% positif HBs Ag (Hadi dan Alamudi, 2017).
Status kesehatan terhadap Hepatitis B pada kelompok remaja sangat penting diketahui karena
mereka tidak lama lagi akan menikah dan mempunyai anak. Setelah skrining remaja dapat
disarankan untuk melakukan imunisasi Hepatitis B atau pemeriksaan dan terapi lebih lanjut bagi
yang dinyatakan positif HBsAg.

Selain untuk mengetahui status kesehatan melalai skrining hepatitis B, meningkatkan
pengetahuan umum remaja tentang hepatitis B dapat menjadi salah satu strategi untuk
mengendalikan penyebaran penyakit. Dalam pengendalian hepatitis B diperlukan program yang
dapat meningkatkan pengetahuan remaja terutama mengenai faktor risiko dan cara pencegahan dan
penularan Hepatitis B. Remaja selanjutnya dapat menjadi agen untuk mengedukasi lingkungan
sekitarnya tentang cara pengendalian hepatitis B.

Berkenaan dengan hal tersebut, maka dalam program pﬁabdian masyarakan ini dilakukan
kegiatan peningkatan pengetahuan remaja melalui penyuluhan tentang hepatitis B dan pemeriksaan
skrining HbsAg pada siswa SMK Pariwisata di Wilayah Ubud. Program ini merupakan bagian dari
upaya mengedukasi masyarakat tentang pentingnya pengendalian hepatitis B sekaligus mengetahui
prevalensi HbsAg positif pada remaja khususnya siswa SMK Pariwisata di Wilayah Ubud.

Perkembangan pariwisata yang pesat di kawasan tersebut dapat menjadi salah satu faktor risiko luar
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penyebaran penyakit infeksi seperti Hepatitis B. Status kesehatan terhadap hepatitis B dari siswa-
siswa tersebut juga penting diketahui mengingat lulusannya banyak yang berkarier ke luar negeri

seperti bekerja di kapal pesiar.

Metﬁ Pengabdian
Kerangka pemecahan masalah dalam kegiatan pengabdian masyarakat ini adalah sebagai
berikut:

Penyuluhan tentang faktor resiko dan gaga
pengendalian Hepatitis B kepada siswa SMEK di
wilayah ubud
[
[ |
Pemeriksaan HBsAg dan anti Mengukur peningkatan
HBs dengan metode rapid tes pengetahuan
Non reaktif rsakiif
Konsultas: Kesehatan
Diryuk ke pelayanan
kesehatan

Gambar 1. Kerangka Pemecahan Masalah

Kegiatan dilaksanakan pada bulan Juli 2019 dengan sasaran yaitu 180 siswa SMK Pariwisata
di wilayah Ubud, terdiri atas 102 siswa kelas 12 SMK Pariwisata Kertayasa dan 78 siswa kelas 12
SMK Pariwisata Ganesha @Jd. Metode yang digunakan adalah dengan memberikan promosi
kesehatan melalui kegiatan penyuluhan dan skrining hepatitis B dengan metode rapid tes. Tingkat
pengetahuan sasaﬁ dievaluasi dengan kuesioner sebelum dan setelah kegiatan dilakukan.

Alat-alat yang digunakan dal engabdian masyarakat ini antara lain adalah laptop, LCD
Proyektor, sentrifus, dan tourniquet. Sedangkan bahan-bahan yang digunakan antara lain adalah
materi penyuluhan, leaflet, spanduk, banner, kapas steril, spuit 3 ml, alcohol swab, tabung reaksi,
serum, strip HBsAg, strip HbsAb, hand glove, dan masker. Pihak-pihak yang dilibatkan antara lain
adalah Poltekkes Kemenkes Denpasar, Puskesmas Ubud I, Puskesmas Ubud II, SMK Pariwisata
Ganesha Ubud, dan SMK Pariwisata Kertayasa Ubud.
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Hasil dan Pembahasan
1. Karakteristik responden

Jumlah total responden yang dilibatkan adalah sebanyak 180 siswa, sebanyak 102 orang

(56,57%) merupakan siswa dari SMK Kertayﬁl Ubud dan sebanyak 78 siswa (43,33 %) berasal dari
SMK Pariwisata Ganesha Ubud. Distribusi responden berdasarkan asal sekolah dapat dilihat pada
tabel 1.

Tabel. 1. Distribusi Responden Berdasarkan Asal Sekolah

No Asal Sekolah Jumlah %
| SMK Pariwisata Kertayasa Ubud 102 56,67
2 SMK Pariwisata Ganesha Ubud 78 4333
TOTAL 180 100.00

Seluruh responden yang dilibatkan merupakan siswa-siswa kelas XII yang berumur antara
15-19 tahun. Berdasarkan karakteristik umur, sebagian besar responden yaitu sebanyak 177 orang
(98.33 %) berumur antara 16-18 tahun, 1 orang responﬁ] (0,56 %) berumur dibawah 16 tahun, dan
2 orang responden (1,11 %) berumur di atas 18 tahun. Distribusi responden berdasarkan umur dapat

dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. Distribusi Responden Berdasarkan Umur

No Umur Jumlah %
1 <16 1 0.56
2 16-18 177 98.33
3 >18 2 1,11
TOTAL 180 100.00

Berdasarkan karakteristik jenis kelamin, sebanyak 48 orang (26,67 %) responden berjenis
lamin laki-laki dan sebanyak 132 orang (73,33 %) berjenis kelamin perempuan. Distribusi

responden berdasarkan jenis kelamin dapat dilihat pada tabel 3.

Tabel 3. Distribusi Responden Berdasarkan Jenis Kelamin

No Umur Jumlah %o
1 Laki-laki 48 26,67
2 Perempuan 132 73,33
TOTAL 180 100.00
Berdasarkan karakteristik pengetahuan sebe diberikan penyuluhan kesehatan, sebagian

besar responden yaitu sebanyak 108 orang (60 %) memiliki pengetahuan tentang penyakit hepatitis
B dengan kategori cukup. Setﬁ;h diberikan penyuluhan kesehatan, sebagian besar responden yaitu
sebanyak 169 orang (94 %) memiliki p%etahuan tentang penyakit hepatitis B dengan kategori
baik. Distribusi responden bﬁlsarkan pengetahuan tentang penyakit hepatitis B, sebelum dan

setelah diberikan penyuluhan dapat dilihat pada tabel 4.
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Tabel 4. Distribusi responden berdasarkan pengetahuan tentang hepatitis B

No Kategori Sebelum Penyuluhan Setelah Penyuluhan
Jumlah e Jumlah Yo
1 Kurang 45 25.00 0 0.00
2 Cukup 108 60.00 11 6.00
3 Baik 27 15.00 169 94.00
TOTAL 180 100.00 180 100.00

2. Hasiﬁemeriksaan Laboratorium

Hasil pemeriksaan HBsAg dan anti-HBs terhadap 180 responden didapatkan 1 orang (0,56
%) responden menunjukkan HBsAg positif dan 3 orang (1.67%) responden rwunjukkan anti-
HBs positif. Hasil pemeriksaan skrining hepatitis B dengan metode rapid test dapat dilihat pada
tabel 5.
Tabel 5. Hasil pemeriksaan skrining hepatitis B dengan metode rapid test

No Kategori HBsAg Anti-HBs
Jumlah % Jumlah e
1 Positif 1 0,56 3 1.67
2 Negatif 179 9944 177 08,33
TOTAL 180 100.00 180 100.00

Kegiatan pengabdian masyarakat ini dilakukan dalam bentuk penyuluhan kesehatan dan
pemeriksaan skrining hepatitis B pada siswa-siswa SMK di wilayah Ubud. Sebagai sekolah
kejuruan dalam bidang pariwisata, pemberian informasi kesehatan melalui kegiatan penyuluhan
kesehatan tentu merupakan hal yang baru didapatkan oleh siswa-siswa pada kedua sekolah tersebut.
Dalam kegiatan ini siswa-siswa tampak antusias mengikuti kegiatan penyuluhan kesehatan baik
melalui pemaparan langsung tim pengabdi maupun melalui leaflet yang dibagikan ke masing-
masing siswa. Materi penyuluhan yang diberikan adalah tentang faktor gisiko dan cara
pengendalian hepatis B dengan harapan terdapat peningkatan pengetahuan siswa tentang penyakit
hepatitis B.

Berdasarkan tabel 4 dapat diketahui tingkat pengetahuan siswa sebelum diberikan
penyuluhan kesehatan tentang hepatitis B. Sebagian besar siswa memiliki pengetahuan dengan
ketegori cukup yaitu sebanyak 108 orang (60 %), 27 orang (15 %) dengan kategori baik, dan 45
orang (25 %) dengan kategori kurang. Sebagian besar siswa telah mengenal beberapa karakteristik
penyakit hepatis B seperti faktor penyebab, organ tubuh yang diserang, tanda umum penyakit, dan
cara pencegahan melalui vaksinasi. Namun cukup banyak siswa yang belum mengetahui bahwa
hepatitis B dapat ditularkan melalui hubungan seksual dan tidak ditularkan melalui makanan.
Sejumlah siswa juga belum mengetahui bahwa hepatitis B dapat ditularkan dari ibu hamil ke anak

dan dapat berkembang menjadi penyakit yang lebih berbahaya seperti kanker hati.
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Dalam ﬁgiatan penyuluhan, tim pengabdi menjelaskan tentang penyakit hepatitis B

terutama terkait faktor resiko, cara pengendalian hepatitis B dan pemeriksaan-pemeriksaan untuk

menegakkan diagnosa penyakit. Penyuluhan dilaksanakan melalui pemaparan langsung dan leaflet
yang berisi gambar dan informasi-informasi singkat tentang hepatitis B untuk mempermudah siswa
mengenal dan memahami lebih mendalam tentang penyakit ini. Kegiatan penyuluhan cukup efektif
meningkatkan pengetahuan siswa tentang penyakit hepatitis B. Siswa sebelum diberikan
penyuluhan hanya 25% yang memiliki kategori baik, namum setelah diberikan penyuluhan
pengetahuan siswa dengan kategori baik meningkat menjadi 94 %. Bahkan tidak ditemukan siswa
yang memiliki pengetahuan denga&kategori kurang, yang sebelumnya mencapai 25 %.

Menurut Pratomo (2015) penyuluhan merupakan bentuk pembelajaran non-formal yang
dapat dilakukan pada satuan masyarakat tertentu. Dengan menerapkan strategi penyuluhan sangat
menentukan tingkat pencapaian pembelajarannya. Pada kegiatan pengabdian masyarakat ini,
pemberian penyuluhan kesehatan terhadap siswa-siswa dapat dianggap sebagai solusi yang
strategis untuk meningkatkan pengetahuan dan kepedulian siswa terhadap penyakit hepatitis B.
Sehingga mendukung upayﬁngka panjang dalam mengendalikan penyakit hepatitis B di tengah-
tengah masyarakat. Namun yang perlu diperhatikan dalam kegiatan ini adalah pemilihan cara atau
strategi penyuluhan yang efektif dengan mempertimbangkan karakteristik responden seperti umur
dan latar belakang pendidikan/sekolah.

Setelah diberikan penyuluhan tentang hepatitis B, siswa-siswa selanjutnya diperiksa status
kesehatannya terhadapénfeksi virus hepatitis B dengan metode pemeriksaan rapid test. Terdapat
dua jenis pemeriksaan yang dilakukawaitu pemeriksaan HBsAg untuk mengetahui adanya infeksi
virus hepatitis B di dalam tubuh dan pemeriksaan anti-HBs untuk mengetahui keberadaan antibodi
yang dihasilkan tubuh terhadap virus hepatitis B. Pada metode rapid test ini digunakan strip test,
baik untuk pemeriksaan HBsAg maupun anti-HBs. Hasil positif ditunjukkan dengan adanya dua
strip, sedangkan hasil negative ditunjukkan dengan adanya 1 strip setelah masing-masing strip test
ditetesi dengan serum responden. Dengan metode ini, hasil pemeriksaan akan didapatkan dengan
waktu yang relatif lebih cepat sehingga banyak digunakan untuk tujuan skrining hepatitis B.

Berdasarkan tabel 5 dapat diketahui bahwa dari 180 responden, ditemukan satu responden
(0.56 %) dﬁan hasil pemeriksaan HBsAg positif. Hasil positif HBsAg ini menunjukkan
keberadaan virus hepatitis B di dalam tubuh responden. Virus hepatitis B memiliki antigen
permukaan yaitu HBsAg (hepatitis B surface antigen) yang dapat diidentifikasi dengan metode
rapid test ini. Keberadaan HBsAg di dalam tubuh dapat digunakan sebagai indikator adanya infeksi
akut virus Hepatis B. Responden dengan hasil HBsAg positit dalam pemeriksaan ini tidak
menunjukkan gejala sakit apapun, namun hasil tersebut menandakan bahwa virus didalam tubuh

bereplikasi yang selanjutnya dapat menginfeksi hati dan menularkan kepada orang lain.
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enurut Sherlock et al (2002), HBsAg dapat dijumpai selama perjalanan infeksi virus
Hepatitis B. Pada infeksi akut dapat dijumpai pada saat munculnya gejala gejala hepatitis,
sedangkan pada infeksi virus Hepatitis B kronik dapat dijumpai pada fase immune tolerance dan
immune clearance, yang merupakan fase replikatif virus Hepatitis B. Pada fase integrasi yang
merupakan fase nonreplikatif virus Hepatitis B, dalam sirkulasi hanya didapatkan partikel HBsAg
berbentuk bulat dan tubular saja.

Pada pemeriksaan anti-HBs ditemukan sebanyak 3 orang (1,67 %) responden menunjukkan
hasil reaktif. Hasil ini menandakan bahwa siswa-siswa tersebut sebelumnya pernah terpapar virus
hepatitis B dan telah sembuh total. Siswa dengan anti-HBs positif telah memiliki kekebalan
terhadap virus hepatas B. Kekebalan tersebut muncul sebagai akibat adanya infeksi alami atau
pemberian vaksinasi hepatitis B sebelumnya. Anti-HBs merupakan komponen antibodi yang secara
khusus mampu menghambat penempelan virus dan masuknya virus Hepatitis B ke dalam sel inang.
Kehadiran Anti HBs merupakan faktor penting dalam diagnosis dan prognosis infeksi virus
Hepatitis B (Amtarina, 2006). Menurut Sinaga dkk (2018) anti-HBs merupakan antibodi yang
muncul setelah vaksinasi atau setelah sembuh dari infeksi VHB. Pada hepatitis B akut, anti HBs
muncul beberapa minggu setelah HBsAg menghilang.

Sebagian besar siswa yang diperiksa dengan metode rapid tes ini menunjukkan hasil non-
reaktif baik pada pemerikaan HBsAg maupun anti-HBs. Pada pemeriksaan HBsAg ditemukan
sebanyak 179 siswa (99,44 %) dengan hasil non-reaktif. Sedangkan pada pemeriksaan anti-HBs
ditemukan sebanyak 177 siswa (98,33 %) dengan hasil non-reaktif. Hasil ini mengindikasikan
bahwa sebagian besar siswa terbebas dari infeksi virus hepatis B atau telah pulih dari infeksi akut
virus hepatisis B.

Siswa-siswa dengan hasil negatif pada pemeriksaan HBsAg dan Anti-HBs menunjukkan
tidak terinfeksi virus Hepatis B namun belum memiliki kekabalan terhadap infeksi virus Hepatitis
B. Siswa-siswa ini selanjutnya dapat direkomendasikan untuk mendapatkan vaksinasi untuk
mencegah infeksi hepatitis B di masa mendatang. Sedangkan untuk siswa-siswa dengan hasil anti-
HBs positif perlu melakukan pemeriksaan lanjutan untuk mengetahui titer antibodi yang dimiliki.
Jika didapatkan kadar antaodi di atas ambang batas, maka pemberian vaksinasi tidak diperlukan.
Vaksin virus Hepatitis B mengandung protein HBsAg yang telah dipurifikasi tanpa mengandung
asam nukleat virus, sehingga pemberian cukup aman tanpa resiko transmisi virus Hepatitis B.
Vaksin akan merangsang pembentukan Anti-HBs dalam kurun waktu satu bulan pada sekitar 40%

penerima vaksin.
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Simpulan dan Saran

Karakteristik responden berdasarkan umur sebagian besar berumur antara 16-18 tahun,

yaitu sebanyak 177 orang (98,33 %) dan berjenis kelamin perempuan sebanyak 132 orang

(73,33%). Terdapat peningkatan pengetahuan siswa tentang penyakit hepatitis h yaitu sebanyak

949% pengetahuan siswa memiliki kategori baik setelah diberikan penyuluhan. Terdapat 1 orang

(0,56 %) siswa terinfeksi virus Hepatitis B dan 3 orang (1,67 %) siswa memiliki kekebalan terhadap

virus Hepatitis B.

Puskesmas atau lembaga-lembaga yang bergerak di bidang pengendalian Hepatitis B agar

meningkatkan program promosi kesehatan ke sekolah-sekolah sehingga meningkatkan kesadaran

dan kepedulian siswa terhadap infeksi hepatitis B. Skrining Hepatitis B agar dijadikan salah satu

program sekolah yang bekerja sama dengan Puskesmas setempat.
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nBSTRACT

Background: taeniasis is a zoonotic disease caused by Taenia spp. Human taeniasis caused by
Taenia solium can be acquired after consumption of raw insufficiently cooked infected pork
meat. Pigs are intermediate host for T.solium. Pigs acquired this infection by eating human
feces that contained 7.solium eggs. Pigs infected with Tsolium can be transmitted to humans.
Purposes: identification of T.solium in pig is important because it is indicator of T.solium
transmission. Microscopic examination of T.solium eggs is considered less effective and
efficient so that many other methods are developed for T.solium detection such as molecular
and immunology. Method: This method used specific primer which can detect the Tso31 gene
in T.solium. Tso31 gene is one of the most promising antigens to differentiate 7".solium from
T.saginata. Pig feces samples were taken by random sampling technique from 7 pig farms in
Denpasar. Result: from the 30 samples, we found one sample that which gave a single
amplification product of 234 bp. This indicates that the pig farms in Denpasar have been
infected with T"solium. Conclusion: it is necessary to do meat inspection properly in the market
as well as health education about the dangers and impacts of T.solium infection in the
community.

Keywords: taeniasis, taenis solium, tso31 gene target

Human taeniasis/cysticercosis caused by
T.solivm can be acquired after consumption of
av insufficiently cooked infected pork meat,
which subsequently develops to the adult
tapeworm in the mnan small intestine (3).

ENTRODUCTION

Taeniasis is a zoon(m disease caused by
Taenia spp. There are three species which can
infect humans: Taenia saginata, Taenia
solium, and Taenia asiatica. This disease is

still endemic in the developing country and
has a great irm)rtancc for public health (1).
The human is the definitive host for these three
species and harbour the adult tapeworm in the
small intestine. Cattle are the intmlediate host
for T saginata, while the pigs are the
intermediate host for Tsolium and T asiatica

(2).

Taeniasis in humans can manifest as asymptomatic
or minimally symptomatic intestinal carriage or as
infection with cysticerci, predominantly in the eyes,
muscle, subcutaneous, and neural tissues (4).
Neurocysticercosis is an infection caused
by T solium. Neurocysticercosis is considered to
be the most common cause of acquired epilepsy
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and is thought to contribute up to 30% of
epilepsy cases in the endemic areas (5 .6).

Tsolium has a global distribution with
significant economic and public health impacts.
aﬁ: impacts of Tsolium causes important
economic losses, especially in the meat sector,
and represent a food safety issue rather than a
serious public health problem especially for
the pork eating populations, as taeniasis rarely
causes serious clinical signs and symptoms
(2,7).

Pig is the natural animal intermediate
host for T.solium. Pigs being coprophagic
animals, usually acquired infection by direct
consumption of human feces that contain
T solium eggs, or indirectly via contaminated
water, vegetation/foods, or soil. When
ingested, the eggs liberate hexacanth embryos
or oncospheres in the gastrointestinal tract (3).

Animal husbandry and farming practices
in Indonesia especially in Bali still remain
simple and close to residential areas. Although
the breeders raise pigs in pens. However,
sanitation and cleanliness of the cage is not
carried out properly. Balinese people’s habit of
cating raw pork can also be a source of
T solium infection.

Moreover, small-scale pig husbandry in
Bali has become one of the major sources of
20 ome. Consumption of uninspected pig meat
15 the major source of human T.solium
taeniasis and consequently,a major risk factor
ﬁr human and pig (8). Identification of
Tsolium in pigs is important because it is an
indicator of T solium transmission and the risk
of taeniasis/cysticercosis in the carrier or the
immediate environment (9,10).

() For many years, the laboratory
ﬁgnosis of taeniasis has been based on the
detection of eggs by microscopic examination
from fecal samples, which still remains the
routine laboratory diagnosis in most laboratories.
Recent studies reveal that microscopic
examination alone is not reliable to differentiating

the species of Taenia (11). Microscopic
examination also has low sensitivity and can not
distinguish the morphology of Tsolium and T
saginata eggs (10).

Newer methods like immunological,
and molecular methods have been used to
detect T solium, while a combination of two or
more methods appears to provide higher
sensitivity (3). Up to now the only reliable
technique to distinguish Taenia eggs is PCR
(8).

Molecular biology has been employed
to detect parasites in order to enhance the
identification and characterization of parasites
such as Tsolium. The goal of this study was to
detect Tsolium in pigs from fecal samples
ing PCR method with h specific primers
which can detect the Tso31 gene in T solium.

METHODS

This study was used to detect taeniasis in pig
farms in Denpasar, Bali. The population in this
study were pig farms in Denpasar city. There
are seven pig farms in Denpasar, Bali. The
owner who has agreed to the informed consent
is followed up by taking 30 samples of pig
feces.

The samples was obtained using a
random sampling technique from 7 pig farms
in Denpasar. Sufficient pork feces were taken
using a sterile stick. Feces samples were added
with 2.5% Potassium dichromate, in a ratio of
1:2. The sample was placed in the sample
container that has been provided and closed
properly and stored at the room temperature.
Stool samples were preserved with 2.5%
potassium dichromate added with aquadest.
The samples were centrifuge at 14,000 rpm for
10 minutes and the supernatant was discarded.
After that, the samples were washed with
aquadest three times (7). DNA from stool
samples can be extracted using QIAamp-Fast
DNA Stool Mini Kit (10,11).
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In this study, we ua nested PCR assay
was used by Mayta et al to detect the T solium
oncosphere u)tein Tso31 (7). The first master
mixture of PCR was performed in a mﬂ
volume consisting of 25 y1, containing of 3 mM
MgCl, 200 M deoxynucleoside a’phosphate,
0.2 pg/ul BSA,08 M primer 1,0.125 U Taq
Polymerase, and 20 pl of sample. PCR
amplification was carried out in Biometra
TAdvargpd. The first PCR amplification
@ilized an initial denaturation step at 95°C for 3
gin. followed by 25 amplification cycles, each
cogpisting of a denaturation step at 95°C for 30
Erpnnealing at 55°C for 30 s, and extension at
72°C for 1 min. The final extension at@DC for
10 min. Subsequently , PCR-amplified products
were electrophoresed using 2% agarose gel.
The gels were stained with ethidium bromide
(10 ug/ml) for 10 min. The stained gels were
obser\gi in a transluminator and documented.

The second PCR was carried out in
Biometra TAdvanced TADVANCED. The
ond master mixture of PCR was performed in
a total volume of 25 pl, containing 2.5 mM
MgCly, 200 M deoxynucleoside triphosphate,
0.2 jug/ul BSA,0.8 M primer 1, 0.125 U Taq
alerncrase, and 2.0 ul of sample. The second
BCR amplification consisted of an initial
denaturation step at 95°C for 3 min, followed
by 25 amplification cycles, each consisting of
EBJenaturation step at 95C for 30 s, annealing
at 60°C for 30 s, and extension at 72°C for 1
min. The final extension at 72°C for 10 min. 2

of PCR-amplified products were

horesed using 2% agarose gel. The gels

gere stained with ethidium bromide (10 ¢ g/ml)

for 10 min. The stained gels were observed in a
transluminator and documented.

RESULT
From 30 samples, we obtained one sample
which gave a single amplification product

of 234 bp (Figure 1 and 2)

e-issn: 2721-317X

5
Figure 1. Tso31 nested-PCR amplification using
DNA extracted from different sources.
Electrophoresis was performed using 10
ul of amplification products. Lane 1
DNA ladders (solis Biodyne). Lanes 2 to
14, DNA from stool sample code A to M.
Lane 16, DNA from stool sample code

V. Lane 16, negative control.

Figure 2. Ts031 nested-PCR amplification using
A extracted from different sources.
Electrophoresis was performed using 10
ul of amplification products. Lane [
DNA ladders (solis Biodyne). Lanes 2 to
9, DNA from stool sample code N to U.
Lanes 10 to 17, DNA from stool sample
code Wto D1.Lane 18, negative control.

DISCUSSION

Molecular biology tools have been developed
to detect parasites like T.solium. There are
some studies have been conducted to detect
T.solium using PCR based technology. Mayta
et al. performed the nested PCR method using
specific primen which can detect Tso3 1 gene
in T.solium. Nested PCR can specifically
amplify the DNA of T.solium without cross-
reacting with other parasites in the human
intestine, such as 7 saginata. Karamon et al
described that nested PCR performed by
Mayta et al.,(12) was the most useful method
with requiring the least corrections during
optimization (13).
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The specific primer that was used can
detect the Tso31 gene on T.solium. This
method was the best method since it does not
produce cross reaction with other parasites,
including parasites from Taenidae family,
which may be detected in pigs (7). Tso31is a
313 kDa exnetory/secretory oncosphere
antigen present in T'solium. Tso3 1 gene is one
of the most promising antigens to differentiate
T solium ‘mn T saginata. Since this gene is
presented in Tsolium but not in T.saginata, it
was recommended for differential diagnosis
(14).

Verastegui et al. showed that oncosphere
antigen of T'soliurn with molecular masses of 31.3
kDa is unique. This oncosphere antigen did not
give reaction with other cestode infections such
as T.saginata. Moreover, sera from pigs with
antibodies to this oncosphere antigen did not cross
et with immature Tsolium, extracts from
Tsolium metacestodes, and Tsaginata whole
oncosphere (15).

Molecular methods provide a sensitive

| for identification of Taenia spp. and very
useful for the accurate identification of cestode
samples. Yamasaki et al. showed that
molecular method like PCR can detect
taeniid DNA in egg-free fecal samples
where taeniid eggs are not present. They
also suggested that PCR technique they had
done seems to be dependent on the volume
of fecal samples and the conditions of
sample storage (15).

PCR method using specific primers to
detect DNA in Taenia spp. has great potential
in detecting Tsolium. In addition, the PCR
method is also relatively fast and sensitive for
parasite identification (16,17). The molecular
method is one of the methods developed to
overcome the difficulty of identifying Taenia
through  microscopic  examination. The
difficulty of distinguishing species of Taeniaby
microscopic  examination can lead to
misidentification and improper treatment (18).

Proper diagnosis of the Taenia infection can
give a proper treatment. Molecular method can
differentiate between strains and provides an
easy method for identification of Taenia (19).
Proper and accurate identification of Taenia is
required for monitoring disease prevention and
vector control strategies.

Prevention of 7seolium in pigs can be
done by implementing hygienic pig farms
with attention to environmental sanitation
(20)(21). The pig breeders can provide cystidal

gs as anti-worm treatment (22). Precautions,
control, and eradication of T solium infection are
very important. Humans can become infected
with T.solium if they eat pork infected T'solium.
Meat inspection in the market can be done to
prevent this infection. This is so that pork
circulating in the community is free from
pathogens, including T solium (23). Local
government can give health education to
community about the dangers of this infection
(24). Information on how to properly cook
pork needs to be socialized to the whole
community (24.25).

CONCLUSION

We found one sample of pig stool was
positive for T.solium. This sample comes
from a pig farm which has 200 pigs. This
pig farm has have less stable sanitation than
other farms. This indicated that pigs in
Denpasar have been exposed to T.solium.
Therefore, local government must take an
action to prevent and eradicate of T.solium
from being transmitted to humans.

ACKNOWLEDGMENT

This study was supported by Poltekkes
Kemenkes Denpasar, Board for Development
and Empowerment Human Resources of
Health - The Ministry of Health Republic
Indonesia.

Submitted: 04/06/2021; Reviewed: 04/18/2020; Accepted: 05/31/2020; Published: 05/31/2020. DOI: 10.24853/mmj.2.1.35-40 | 38




CONFLICT OFIGNTEREST

The authors have no conflicts of interest to
declare. All co-authors have seen and agree
with the contents of the manuscript. We certify
that the submission is original work and is not
under review at any other publication.

REFERENCES

1.

Ito A, Nakao M, Wandra T. Human
taeniasis and cysticercosis in Asia.
Lancet. 2003;362:1918-20.

Okello AL, Thomas LF. Human
taeniasis : insights
management

current into
prevention and
strategies in endemic countries. Risk
Manag Healthe Policy.
2017;10:107-16.

Symeonidou 1, Arsenopoulos K,
D, Soba B, Gabriél 8§,
Papadopoulos E. Human
taeniasis/cysticercosis: A potentially
emerging parasitic disease in europe.
Ann Gastroenterol. 2018;31(4):406—
12.

Aung AK, Spelman DW. Taenia
solium Taeniasis and Cysticercosis
in Southeast Asia. Am J Trop Med
Hyg. 2016;94(5):947-54.

Ito A, Yanagida T, Nakao M. Recent
advances and perspectives in
molecular epidemiology of Taenia
solium cysticercosis. Infect Genet
Evol. 2016:40:357-67.

Montresor A, Palmer K. Taeniasis /
cysticercosis trend worldwide and
rationale for control. Parasitol Int.
2006;55:1-4.

Mayta H, Gilman RH, Prendergast
E, Castillo JP, Tinoco YO, Garcia
HH, et al. Nested PCR for specific
diagnosis of Taenia solium taeniasis.
J Clin Microbiol. 2008 :46(1):286-9.
Murrell KD, Dorny P, Flisser A,
Geerts S, Kyvsgaard NC, Mcmanus

Tzilves

Vol. 2 No. 1 Year 2021

jurnal.umj.ac.id/index.php/M.J
uptjurnal fkkumj@gmail .com

MM

e-issn: 2721-317X

10.

I1.

12.

13.

14.

15.

DP, et al. WHO / FAO / OIE
Guidelines for the surveillance |,
prevention and control of taeniosis /
cysticercosis. Murrell KD, editor.
Paris; 2005.

Suriawanto N, Guli MM, Miswan.
Deteksi Cacing Pita ( Taenia solium

L ) melalui Uji Feses pada
Masyarakat Desa Purwosari
Kecamatan Torue. Biocelebes. 2014
8(1):17-28.

Del Brutto OH, Garcia HH. Taenia
solium Cysticercosis - The lessons of
history. J Neurol Sci. 2015;359(1-
2):392-5.
Qiagen. QlAamp-Fast DNA Stool
Mini Kit: Quick-Start
Qiagen; 2017.
Karamon J, Sroka J, Cencek T,
Rozycki M, Chmurzynska E, Zajac
EB, et al. Optimisation and
comparison of three PCR procedures
molecular
Taenia solium. Bull Vet Inst Pulawy.
2013:57(12):507-¢§.
Morales-Gomez MA, Gdrate T,
Blocher I, Devleesschauwer B, Smit
GS., Schmidt V, et al. Present status
of laboratory diagnosis of human
taeniosis / cysticercosis in Europe.
Eur J Clin Microbiol Infect DIs.
201?;36:2029—4(”
Vargas-calla A, Gomez-puerta LA,
Lopez MT, Garcia HH, Gonzalez
AE. Molecular characterization of
the Taenia solium Tso31 antigen and
homologous of other Taenia species
from Peru. Parasitol Res. 2019:436—
eerastegui M, Gilman RH, Garcia
HH. Gonzales AE, Arana Y, Jeri C,
et al. Prevalence of Antibodies to
Unique Taenia solium Oncosphere
Antigens in Taeniasis and Human

Protocol.

identification of

Submitted: 04/06/2021; Reviewed: 04/18/2020; Accepted: 05/31/2020; Published: 05/31/2020. DOI: 10.24853/mmj.2.1.35-40 | 39

Muhammadiyah Madical Journal




16.

17.

I8.

19.

20.

21.

22,

and Porcine Cysticercosis. Am J
Trop Med Hyg. 2003:69(4):438-44.
Miguel Gonzdlez L, Montero E,
Puente S, Lépez-Velez R,
Hernandez M, Sciutto E, et al. PCR
tools for the differential diagnosis of
Taenia saginata and Taenia solium
taeniasis/cysticercosis from different
geographical  locations.  Diagn
Microbiol  Infect Dis. 2002
Apr;42(4):243-9.

Yamasaki H, Allan JC, Sato MO,
Nakao M, Sako Y, Nakaya K, et al.
DNA Differential Diagnosis of
Taeniasis and Cysticercosis by
Multiplex PCR. J Clin. 2004;42
(2):548-53.

Thanchomnang T, Tantrawatpan C,
Intapan PM, Sanpool O. Rapid
Molecular Identification of Human
Cestodes by  Pyro-
sequencing Approach. PLoS One.
2014;9(6):1-7.

Biswal D. Molecular Methods For
Diagnosis of Zoonotic Helminths:
Can They Be Made Accessible to the
Common Man? Adv Genet Eng.
2016;5(2):1-5.

Gilman RH, Gonzalez AE, Llanos-
zavalaga F, Tsang VCW, Garcia HH,
Working C. Prevention and control
of Taenia solium taeniasis /

Taeniid

cysticercosis in Peru. Pathog Glob
Health. 2012;106(5):312-8.

Flisser A. State of the art of Taenia
solium as

compared to Taenia

asiatica. Korean J
2013;51(1):43-9.

Gabriél S, Dorny P, Mwape KE,
Trevisan C, Braae UC, Magnussen
P, et al. Control of Taenia solium
taeniasis/cysticercosis: The best way

Parasitol.

forward for sub-Saharan Africa?
Acta Trop. 2016;165:252-60.

Vol. 2 No. 1 Year 2021

jurnal.umj.ac.id/index.php/M.J
uptjurnal fkkumj@gmail .com

e-issn: 2721-317X

23.

24.

25.

Bekti HS, Habibah N, Rinawati LP,
Pradnya Yasa NPCD, Rindi ODG,
Dewi NKAK, et al. Identifikasi
Taenia solium secara Mikroskopis
pada Peternakan Babi. J Kesehat.
2021 Apr;12(1):74.

ag'darso H, Margono SS, Purba WH,

Subahar R. Prevalensi dan distribusi
taeniasis dan sistiserkosis. Makara,
Kesehat. 2001;5(2):34-8.
Dharmawan NS, Swastika IK, Putra
IM, Wandra T, Sutisna P, Okamoto
M, et al.
Problems of Cysticercosis in Animal
in Bali and Papua. J Vet
2012;13(2):154-62.

Present Situation and

Submitted: 04/06/2021; Reviewed: 04/18/2020; Accepted: 05/31/2020; Published: 05/31/2020. DOI: 10.24853/mmj.2.1.35-40 | 40

Muhammadiyah Madical Journal




Primers application with the Tso31 gene target in the
molecular identification of Taenia solium

ORIGINALITY REPORT

36, 30«  20x 7«

SIMILARITY INDEX INTERNET SOURCES PUBLICATIONS STUDENT PAPERS

PRIMARY SOURCES

WwWw.sciencegate.a

Internet Source g pp 1 2%

www.ncbi.nlm.nih.gov 3
Internet Source 96
jurnal.umij.ac.id

JInternetSourceJ 3%
WWW.medrxiv.or

Internet Source g 2%

H. Mayta, R. H. Gilman, E. Prendergast, J. P. 20/

0

Castillo, Y. O. Tinoco, H. H. Garcia, A. E.
Gonzalez, C. R. Sterling. "Nested PCR for
Specific Diagnosis of Taenia solium Taeniasis",
Journal of Clinical Microbiology, 2007

Publication

H Francesca Bosco, Vincenzo Musolino, Micaela 20/
Gliozzi, Saverio Nucera et al. "The muscle to °
bone axis (and viceversa). An encrypted
language affecting tissues and organs and yet



to be codified?", Pharmacological Research,
2021

Publication

journals.plos.org

Internet Source

2%

Cristian A. Alvarez Rojas, Alexander Mathis,
Peter Deplazes. "Assessing the Contamination
of Food and the Environment With Taenia and
Echinococcus Eggs and Their Zoonotic
Transmission", Current Clinical Microbiology
Reports, 2018

Publication

T

www.annalsgastro.gr

Internet Source

(K

—
o

www.dovepress.com

Internet Source

T

—_—
—

Submitted to unbosque
Student Paper

%

—
N

Xianshu Li, Qiangian Huang, Jing Xu. "Renalase
levels and genetic variants are associated
with preeclampsia: a hospital based study in
Chinese cohort", Research Square, 2020

Publication

%

Ana Vargas-Calla, Luis A. Gomez-Puerta,
Maria T. Lopez, Hector H. Garcia, Armando E.
Gonzalez. "Molecular characterization of the
Taenia solium Tso31 antigen and homologous

T



of other Taenia species from Peru",
Parasitology Research, 2019

Publication

Submitted to Jawaharlal Nehru Technological

University
Student Paper

(K

MARSHALL W. LIGHTOWLERS. " Control of <1 o
taeniasis/cysticercosis: past practices and new ’
possibilities ", Parasitology, 2013
Publication
123dok.com

Internet Source <1 %
Boo H. Kwa. "The Parasite Chronicles",

. . . . <l
Springer Science and Business Media LLC,

2017
Publication
scientonline.or

Internet Source g <1 %
teknolabjournal.com

InternetSourcg <1 %
www.medbox.or

Internet Source g <1 %

H. Yamasaki, J. C. Allan, M. O. Sato, M. Nakao, <1 o

Y. Sako, K. Nakaya, D. Qiu, W. Mamuti, P. S.
Craig, A. Ito. "DNA Differential Diagnosis of



Taeniasis and Cysticercosis by Multiplex PCR",
Journal of Clinical Microbiology, 2004

Publication

Heliana B. Oliveira, Gleyce A. Machado, <1 o
Dagmar D. Cabral, Julia M. Costa-Cruz. ’
"Application of Taenia saginata metacestodes

as an alternative antigen for the serological

diagnosis of human neurocysticercosis",

Parasitology Research, 2007

Publication

Raul J. Bobes, Gladis Fragoso, Agnes Fleury, <1 o
Martin Garcia-Varela, Edda Sciutto, Carlos ’
Larralde, Juan P. Laclette. "Evolution,

molecular epidemiology and perspectives on

the research of taeniid parasites with special

emphasis on Taenia solium", Infection,

Genetics and Evolution, 2014

Publication

jcm.asm.org

Internet Source <1 %
openventio.org

Internet Source <1 %

www.sciendo.com <1
Internet Source %

N
N

Abdul Jabbar, Charles Gauci, Marshall W
Lightowlers. "Diagnosis of human taeniasis",
Microbiology Australia, 2016

Publication

<1%



journal.ui.ac.id <1 o

Internet Source

Exclude quotes Off Exclude matches Off
Exclude bibliography On



